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RESUMEN 
Los ensayos de laboratorio evalúan la calidad general del semen; sin embargo los 
espermatozoides presentan diferentes atributos que les permiten realizar su 
función como son: la integridad de la membrana, la actividad metabólica y la 
estructura de la cromatina. La evaluación de esas propiedades en conjunto con la 
detección de marcadores apoptóticos, como las caspasas 3 y 7 activas, podría ser 
integrada en los análisis de semen, y ser evaluadas de manera simultánea para 
optimizar la selección de los espermatozoides utilizados en las técnicas de 
reproducción asistida. Las caspasas son proteasas que desencadenan la apoptosis 
por medio de una cascada de señalización en la cual son divididos los substratos 
celulares como la polimerasa poli-ADP-ribosa-(PARP) que es una enzima 
involucrada en la reparación del ADN. Se ha detectado la presencia de caspasas 3 
y 7 activas en espermatozoides de cerdo frescos y seleccionados; sin embargo, su 
función no ha sido determinada. El objetivo del presente estudio fue investigar si 
las caspasas 3 y 7 activas se relacionan con indicadores de la calidad espermática 
y si presentan actividad proteolítica en los espermatozoides eyaculados de cerdo. 
Se utilizaron espermatozoides de cerdo para evaluar la movilidad progresiva, la 
integridad de la membrana, la actividad metabólica, la integridad del ADN y la 
expresión de las caspasas 3 y 7 activas antes y después de la técnica de swim up 
(SU); además, se identificó la presencia y localización de PARP dividido en 
conjunto con la expresión de caspasas 3 y 7 activas utilizando un modelo de 
inducción química para sobreexpresar la activación de caspasas en muestras no 
seleccionadas; estos ensayos se realizaron mediante citometría de flujo y 
microscopía de fluorescencia. El SU logro mejorar la calidad espermática al 
incrementar el porcentaje de espermatozoides móviles y metabólicamente activos. 
Sin embargo., también se pudo observar un incremento de espermatozoides con 
caspasas activas y alteraciones en la cromatina. Los espermatozoides de cerdo 
presentaron a PARP dividido en la región acrosomal. Es posible escindir a PARP 
mediante inductores de apoptosis, aunque no es clara su relación con la expresión 
de las caspasas 3 y 7 activas. Las substancias químicas utilizadas como 
inductores de caspasas 3 y 7 activas no produjeron diferencias significativas. Con 
el modelo de inducción química de caspasas activas se obtuvo un cambio en los 
descriptores de movilidad espermática, pero no se encontró una relación entre el 
porcentaje de caspasas activas y los descriptores de movilidad. Se desconoce hasta 
el momento la función de las caspasas 3 y 7 activas en los espermatozoides, por lo 
tanto es necesario continuar estudiando para entender si ejercen una función 
proteolítica, para poder determinar si la presencia de estos marcadores 
apoptóticos afectan la calidad de los eyaculados que son utilizados en las técnicas 
de reproducción asistida en las diferentes especies. 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
Laboratory tests assessing the overall quality of the semen; sperm however have 
different attributes that enable them to perform their function such as membrane 
integrity, metabolic activity and chromatin structure. The evaluation of these 
properties together with the detection of apoptotic markers such as caspase 3 and 
7 activity could be integrated in the semen analysis, and evaluated 
simultaneously to optimize the selection of sperm used in assisted reproduction 
techniques. Caspases are proteases that trigger apoptosis through a signaling 
cascade that are divided substrates as cellular poly-ADP-ribose (PARP) 
polymerase which is an enzyme involved in DNA repair. It has been detected the 
presence of active caspases 3 and 7 in spermatozoa of boar selected or fresh; 
however, its function has not been determined. The aim of this study was to 
investigate whether active caspases 3 and 7 are related with indicators of sperm 
quality and wether proteolytic activity is presented in boar ejaculated sperm. For 
boar sperm progressive motility, membrane integrity, metabolic activity, integrity 
of the DNA and expression of active caspase 3 and 7, before and after swim-up 
technique (SU), were evaluated; besides, the presence and location of PARP 
divided together with the expression of active caspase 3 and 7 using chemical 
induction model to overexpress active caspases in unselected samples identified; 
these tests were performed using flow cytometry and fluorescence microscopy. 
The SU procedure improve sperm quality by increasing the percentage of motile 
sperm and metabolically active. However, it was also observed an increase of 
sperm with active caspases and alterations in chromatin. Boar sperm presented 
PARP cleavaged covering the acrosome region. PARP may cleave through 
apoptosis inducers, while not clear its connection with the expression of caspases 
3 and 7 active. The chemicals used for the induction of active caspase 3 and 7 did 
not produce significant differences. With the model of chemical induction of active 
caspase changes in sperm motility descriptors were observed, but no relationship 
between the percentage of active caspases and descriptors motility were found. 
The role of active caspases 3 and 7 in sperm is unknown so far, so it is necessary 
to continue studying to understand whether exert proteolytic function, in order to 
determine whether the presence of these apoptotic markers, affect the quality of 
ejaculates used in assisted reproduction techniques in different species. 
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I. INTRODUCCIÓN 
Los ensayos de laboratorio evalúan la calidad general del semen; sin 
embargo, los espermatozoides presentan múltiples atributos que les permiten 
realizar su función, entre ellos están: la integridad de la membrana, la actividad 
metabólica y la estructura de la cromatina. La evaluación de esas propiedades 
podrían ser integradas en los análisis de semen y ser evaluadas de manera 
simultánea para optimizar la selección de los espermatozoides utilizados en las 
técnicas de reproducción asistida (TRA) (Morales, 2009). Las muestras de semen 
utilizadas en las TRA, son procesadas para seleccionar espermatozoides con mayor 
calidad (Piomboni et al., 2006). 
Un eyaculado está compuesto por diferentes subpoblaciones espermáticas 
que difieren entre sí por la presentación de patrones específicos de movimiento y 
de características funcionales (Quintero, 2003; Pastor et al., 2005; Pastor et al., 
2011). El swim-up (SU) es una técnica que permite seleccionar subpoblaciones 
espermáticas con base a la característica de movilidad progresiva (Martí et al., 
2006). El porcentaje de espermatozoides móviles en una muestra es comúnmente 
utilizado para evaluar la calidad del semen; sin embargo, esta característica no se 
correlaciona con la fertilidad, debido a que la movilidad es solamente uno de los 
múltiples atributos que un espermatozoide debe poseer para lograr su función 
(Graham, 2001).  
La apoptosis en las células somáticas y germinales está caracterizada por 
una secuencia conservada de eventos morfológicos y bioquímicos (Wyllie, 1998). 
Existen dos vías para la activación de la apoptosis, la extrínseca y la intrínseca, 
ambas convergen con la activación de caspasas, que son proteasas de cisteína y 
ácido aspártico encargadas del desmantelamiento celular (Nagata, 2000). 
Actualmente los estudios de fertilidad masculina se enfocan en investigar la 
presencia y significado de distintos marcadores de apoptosis en el espermatozoide 
(Grunewald et al., 2009; Weng et al., 2002; Taylor et al., 2004; Paasch et al., 2003; 
Shen et al., 2002; Marti et al., 2008;). Los marcadores de apoptosis 
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(Fragmentación del ADN, externalización de la fosfatidilserina (FS) y expresión 
de caspasas activas) se han relacionado con porcentajes bajos de fertilización e 
implantación (Oehninger et al., 2003). Aún no son claras las causas de la 
presencia y la posible función de las caspasas activas 3 y 7 en los espermatozoides 
eyaculados (Oehninger et al., 2003; Paasch et al., 2004a; Sakkas et al., 2002; 
Grunewald et al., 2009; Martí et al., 2008; Taylor et al., 2004). 
La presencia de caspasas en los espermatozoides se ha encontrado en 
diversos estudios, asociada con otras características de la apoptosis; por ejemplo, 
Paasch et al. (2004b) encontraron una alta relación de la disrupción del potencial 
de membrana mitocondrial y la activación de caspasas en espermatozoides 
eyaculados.  
Además, se ha mostrado una fuerte relación de la presencia de caspasas 
activas en espermatozoides de humano de donadores fértiles y pacientes infértiles 
(Grunewald et al., 2005; Marchetti et al., 2004a; Said et al., 2006). Sin embargo, 
Weng et al. (2002) y Grunewald et al. (2008) demostraron que existe una elevada 
expresión de proteasas activas en los espermatozoides de machos infértiles 
comparado con las muestras de donadores fértiles. 
 En cuanto a la presencia de caspasas activas 3 y 7 y el método de selección 
espermática también existe controversia. En el semen de humano el 
procedimiento de SU, ha logrado disminuir el número de espermatozoides con 
caspasas activas (Almeida et al., 2005; Kotwicka et al., 2008), lo cual coincide con 
resultados obtenidos en semen de ovino (Martí et al., 2008; Pichardo et al., 2010). 
Sin embargo, los resultados obtenidos en semen de cerdo, difieren de lo 
encontrado en otras especies, debido a que se observó un incremento de caspasas 
activas 3 y 7 después del procesamiento de los espermatozoides por SU, por lo 
cual se puede sugerir que la presencia de estas proteasas en espermatozoides es 
específica de la especie (Morales et al., 2012a). 
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 La integridad del ADN espermático es esencial para el desarrollo 
embrionario (Fatehi et al., 2006). Sin embargo, las anormalidades del ADN y de la 
cromatina están presentes en los espermatozoides eyaculados (Evenson y 
Darzynkiewicz, 1980; Chohan y Hunter, 2004). El daño del ADN no bloquea la 
fertilización y el desarrollo embrionario temprano, pero si induce la apoptosis 
después de las primeras divisiones (Fatehi et al., 2006). 
La fragmentación del ADN espermático afecta de forma negativa a la 
fertilización in vitro (IVF) (Zini et al., 2008). El origen de la fragmentación del 
ADN espermático puede ser el resultado de una insuficiente remodelación nuclear 
durante la espermátogenesis o por el proceso de apoptosis abortiva (Sakkas et al., 
1999). El daño del ADN relacionado a la apoptosis ha sido mostrado en células 
somáticas como resultado de la activación de caspasas (Grunewald et al., 2009).  
Durante la fase de ejecución de la apoptosis, diversas proteínas como: 
polimerasa poly-ADP-ribosa (PARP), lamina B e histona H1 son divididas. PARP 
es, posiblemente, el substrato proteolítico más caracterizado en esta fase debido a 
que es una enzima involucrada en la reparación del ADN (Cohen, 1997). 
Para poder utilizar a los espermatozoides en las TRA es importante medir 
los múltiples atributos de estas células de manera simultánea en un eyaculado, 
así, para poder realizar esto se han desarrollado herramientas como la citometría 
de flujo, que facilita la identificación de diferentes tipos de células dentro de una 
población heterogénea (Macey, 2007). La evaluación de la fisiología del 
espermatozoide se realiza con la combinación de la citometría de flujo y sondas 
fluorescentes específicas, lo que permite una valoración más rápida y precisa de 
miles de espermatozoides presentes en un eyaculado (Garner et al., 1997). 
El objetivo del presente estudio fue investigar si las caspasas 3 y 7 activas se 
relacionan con indicadores de la calidad espermática y si presentan actividad 
proteolítica en los espermatozoides eyaculados de cerdo. 
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II. ANTECEDENTES 
2.1 Espermatogénesis 
El proceso de diferenciación de una simple espermatogonia diploide a una 
espermatida es conocido como espermatogénesis, el cual es un evento complejo y 
temporal donde primitivamente las células del tallo totipotentes se dividen en su 
nuevo tallo o producen células hijas que son transformadas en un espermatozoide 
testicular especializado, esto involucra divisiones mitóticas y meióticas y una 
extensa remodelación celular (Sharma y Agarwal, 2011). Este fenómeno ocurre 
dentro de los túbulos seminíferos en asociación con las células de Sertoli 
(O´Donell et al., 2006) (Figura 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. A) Sección transversal de un túbulo seminífero que consiste del epitelio 
germinal y la lámina propia; B) Epitelio germinal en el túbulo seminífero que muestra las 
células germinales en diferentes estados del desarrollo. Modificada de Gilbert et al., 
(2000). 
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Dentro de la espermatogénesis está involucrada la división mitótica de 
espermatogonia A1 a la forma más diferenciada de células determinada como A2-, 
A3-, In-, B1-B2- y espermatogonia B3, la división tardía de las espermatogonias 
para formar dos espermatocitos primarios que entran en meiosis para formar 
espermatocitos secundarios y finalmente espermátidas (Amann y Schanbacher, 
1983). Al completarse la espermatogénesis, las espermátidas maduras son 
liberadas de las células de Sertoli hacia el lumen del túbulo seminífero y proceden 
a través del sistema de ductos conocido como la red de testis, hasta que entran al 
epidídimo por la vía de los conductos eferentes. En el cerdo la duración del ciclo 
espermatogénico dura aproximadamente 34.4 días (Anderson, 2000), y el tránsito 
a través del epidídimo dura 10 días aproximadamente (Franca et al., 2005). 
Para su estudio la espermatogénesis puede dividirse en diferentes etapas 
como son: 1) proliferación, 2) meiosis, 3) espermiogénesis y 4) espermiación. 
1.-Proliferación: Es el proceso donde las espermatogonias A y B experimentan 
una serie de divisiones mitóticas para producir un gran número de células 
disponibles para entrar dentro de la meiosis. El tamaño de la población 
espermatogonial es determinante del número de espermatozoides maduros 
eventualmente producidos. El tamaño de esta población es controlado por un 
balance de la proliferación y por los eventos apoptoticos, los cuales son 
influenciados por factores endocrinos (O´Donell et al., 2006). 
2.-Meiosis: Incluye la perdida de la síntesis del ADN de los espermatocitos en el 
estado del preleptoteno y dos divisiones meioticas (Amann, 2008). La meiosis de 
los espermatocitos ocurre en el compartimiento basal del epitelio seminífero, e 
inicia con un estadio denominado profase. Después de pasar la barrera de las 
células de Sertoli, los espermatocitos alcanzan el compartimiento adluminal del 
epitelio seminífero y continúan con los estados de la profase, llamados como el 
estado de zigoteno, el paquiteno y el diploteno. Durante la profase de la 
reduplicación del ADN se da lugar a la condensación de los cromosomas, el 
apareamiento de los cromosomas homólogos y el entrecruzamiento. Después de la 
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división, los espermatocitos primarios se convierten en espermatocitos 
secundarios. Los espermatocitos secundarios no experimentan replicación del 
ADN y se dividen rápidamente para dar origen a las espermatidas (Holstein et 
al., 2003). 
3.-Espermiogénesis: Comienza con la formación de la espermátida al finalizar la 
segunda división meiotica y finaliza con la liberación del espermatozoide al lumen 
del túbulo seminífero (Meistrich, 1993). Durante la diferenciación de las 
espermátidas suceden los siguientes eventos: 1) condensación de la cromatina 
nuclear a un décimo del volumen de una espermátida inmadura; 2) la formación 
de las enzimas que complementan la cabeza del acrosoma por el aparato de Golgi 
y su enlace al núcleo y 3) el desarrollo de las estructuras del flagelo y su 
implantación al núcleo (Kerr et al., 2006). Una importante consideración 
fisiológica durante la espermiogénesis es que el núcleo de la espermátida no 
realiza la transcripción y se condensa, y así la espermátida redonda transcribe 
altos niveles de ácido ribonucleico mensajero que son sujetos a el retraso de la 
traducción de las proteínas hasta que sean requeridas durante la elongación 
(O´Donell et al., 2006). 
4.-Espermiación: Es la fase final de la espermatogénesis, ésta involucra la 
eliminación del citoplasma de la espermátida para producir un espermatozoide 
capaz de moverse. El citoplasma, junto con el resto de los organelos que no 
formaran parte de los espermatozoides, se separan en cuerpos residuales que 
serán fagocitados por las células de Sertoli. Finalmente, se da lugar a la 
liberación de la espermátida madura dentro del lumen del tubo seminífero 
(O´Donell et al., 2006). 
2.1.2 Control endocrino de la espermatogénesis 
La regulación de la espermatogénesis incluye la comunicación química en el 
eje hipófisis-hipotálamo-gónada. La producción del espermatozoide es regulada 
por la hormona luteinizante (LH) y la hormona folículo estimulante (FSH), las 
cuales actúan en las gonadas, en las células de Leydig y en las células de Sertoli 
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respectivamente; ambas hormonas son producidas en respuesta a la hormona 
liberadora de gonadotropinas (Aragón et al., 2005). La FSH actúa directamente en 
el epitelio seminífero, mientras que la LH ejerce su efecto en el proceso 
espermatogénico a través de la testosterona producida por las células de Leydig 
en respuesta a la LH (Weinbauer y Nieschlag, 1993). 
2.2 El espermatozoide 
El espermatozoide es una célula altamente especializada y condensada que 
no crece ni se divide. Un espermatozoide consiste de una cabeza, que contiene el 
material paterno (ADN), y el flagelo, el cual provee movilidad. El espermatozoide 
está dotado de un gran núcleo pero con escaso citoplasma (Sharma y Agarwal, 
2011). 
Una característica del espermatozoide es la subdivisión de la membrana 
plasmática en dominios regionales que difieren en composición y función. El 
conocimiento de que la organización y composición de la membrana plasmática 
varía entre diferentes regiones de la superficie del espermatozoide lleva el 
concepto de que la membrana plasmática del espermatozoide es un mosaico de 
dominios de restricción, que reflejan las funciones especializadas de la superficie y 
de los componentes del espermatozoide (Eddy, 2006). 
El mantenimiento de los dominios de la superficie del espermatozoide y la 
segregación de proteínas específicas dentro de dominios probablemente 
involucran uno o más procesos, que incluyen: (a) la restricción de la movilidad de 
las moléculas de superficie en su dominio final; (b) la existencia de barreras para 
el movimiento de los componentes de la superficie en el dominio limite y, (c) la 
división termodinámica de moléculas dentro de regiones específicas. Existe 
evidencia de que la restricción de la movilidad de los componentes 
transmembrana puede ocurrir por interacciones moleculares fuera de la célula 
(Eddy, 2006).  
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La cabeza está rodeada por la membrana plasmática y está limitada del tallo 
por una zona característica, el anillo posterior, el cual es el sitio de la membrana 
plasmática sujeta a la envoltura nuclear. La cabeza está compuesta de dos 
principales regiones: la región acrosomal y postacrosomal, ésta, a su vez, se 
encuentra dividida en dos regiones: la región acrosomal anterior y la región 
acrosomal posterior, que es conocido como el segmento equatorial (Toshimori e 
Ito, 2003). La cabeza del espermatozoide contiene el núcleo y el acrosoma rodeada 
por moderadas cantidades de componentes del citoesqueleto y del citoplasma 
(Eddy, 2006). La cabeza del espermatozoide del cerdo mide de 8-10 µm de largo y 
de 4-4.5 µm de ancho (Kuster y Althouse, 2007). 
La cromatina del núcleo del espermatozoide está altamente condensada. La 
organización y la cantidad de ADN, además del arreglo y la composición de las 
nucleoproteínas (protaminas), son características únicas del núcleo espermático. 
El núcleo espermático está encerrado por la envoltura nuclear (Eddy, 2006). Al 
frente del núcleo haploide comprimido se orienta la vesícula acrosomal, la cual 
deriva del aparato de Golgi y contiene las enzimas que digieren las proteínas y los 
azucares complejos (Gilbert, 2000). 
La principal función del flagelo es proporcionar la capacidad de 
desplazamiento necesario para que el espermatozoide penetre los límites del 
tracto reproductor femenino y la zona pelucida (Mortimer, 1997). El flagelo consta 
de cuatro diferentes segmentos: la pieza conectora (el cuello), la pieza media, la 
pieza principal y la pieza final (Eddy, 2006). La pieza conectora es la porción 
proximal más corta del flagelo que se une a la fosa de implantación del núcleo en 
la cabeza del espermatozoide (Turner, 2006). Los principales componentes de la 
pieza conectora son el capitulum (las estructuras similares a placas de fibras 
densas que conforman la forma de la fosa de implantación) y las columnas 
segmentadas (Eddy, 2006). Los componentes de la estructura principal dentro del 
flagelo son el axonema, las fibras densas externas, la vaina mitocondrial y la 
vaina fibrosa (Eddy, 2006).  
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El axonema está formado por microtúbulos que provienen del centriolo en la 
base del núcleo espermático y se extienden a lo largo de todo el flagelo. El 
axonema consta de dos microtúbulos centrales rodeados por una fila de nueve 
dobletes de microtúbulos (Gilbert, 2000). Los microtúbulos están compuestos de α 
y β tubulina y por lo tanto se consideran la base para la estructura del flagelo 
(Eddy, 2006); pero existen otras proteínas que son críticas para la función 
flagelar. La fuerza para la propulsión espermática es provista por las dineinas, 
unas proteínas que están adheridas a los microtúbulos. Las dineinas hidrolizan 
moléculas de ATP y pueden convertir la energía química liberada en energía 
mecánica que propulsa al espermatozoide (Gilbert, 2000). La organización de los 
"9 + 2" microtubulos con los brazos de dineína, es importante para transmitir la 
energía para el movimiento flagelar. El ATP necesario para el batido y la 
propulsión del espermatozoide proviene de los anillos de mitocondrias localizados 
en la región del cuello del espermatozoide (Gilbert, 2000). Las fibras densas 
externas son contiguas al axonema y se extienden de la pieza conectora a la 
porción posterior de la pieza principal (Eddy, 2006). 
La característica principal del segmento de la pieza media es la vaina 
mitocondrial, la cual rodea las fibras densas externas y el axonema (Eddy, 2006). 
El annulus marca el término de la pieza media y el inicio del siguiente 
componente que es la pieza principal (Turner, 2006).  
En el inicio de la pieza principal dos de las nueve fibras densas externas son 
reemplazadas por dos columnas longitudinales de la vaina fibrosa, y por lo tanto 
se reduce el número de nueve a siete fibras densas externas. Las vainas fibrosas 
se encuentran a lo largo de la pieza principal y son estabilizadas por medio de un 
anillo circunferencial que rodea las fibras densas externas (Eddy, 2006). 
La cinta de fibras densas externas y de vainas fibrosas son eliminadas, en la 
sección corta del flagelo denominada la pieza final que contiene exclusivamente al 
axonema rodeado por la membrana plasmática (Turner, 2006). En la figura 2, se 
resume, las principales estructuras del espermatozoide del mamífero 
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Figura 2. Representación esquemática de una célula espermática. A) Vista seccional del 
espermatozoide: 1, membrana plasmática; 2, membrana acrosomal externa; 3, matriz 
enzimática acrosomal; 4, membrana interna acrosomal; 5, envoltura nuclear; 6, núcleo; 7, 
anillo posterior y cuello; 8, mitocondria; 9, parte proximal del flagelo; 10, anillo anular; 11 
vainas fibrosas; 12, axonema + fibras densas externas. B) Vista superficial de la cabeza 
espermática y la pieza media con subdominios. 13, cresta apical; 14, zona pre-ecuatorial; 
15, zona ecuatorial; 16, zona post-ecuatorial; (modificado de Gadella et al., 2008). 
2.3 Fertilización 
La fertilización es el proceso donde el espermatozoide y el ovocito se fusionan 
para crear un nuevo organismo con potenciales genéticos derivados de ambos 
padres. La primer función de la fertilización es la de transmitir los genes de los 
padres a la descendencia, y la segunda es iniciar en el citoplasma del ovocito las 
reacciones que permitan desarrollar el proceso (Gilbert, 2000). 
El potencial de fertilización es la capacidad de un espermatozoide o de una 
población de espermatozoides en una muestra de semen para participar 
exitosamente en la fertilización (Amann y Hammerstedth, 2002). Para lograr esto 
el espermatozoide debe presentar un número de atributos en una secuencia de 
tiempo correcta para lograr la fertilización, entre ellos se encuentran: 
Cabeza 
Pieza media 
Flagelo 
A) B) 
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 La estructura normal de los componentes funcionales vitales. 
 Las vías metabólicas completamente funcionales para producir la energía 
necesaria para el movimiento espermático y mantener los potenciales de 
membrana, los micro ambientes iónicos y el pH. 
 La movilidad para permitir el paso a través del cervix y la unión utero-
tubal y poder penetrar las envolturas del ovocito. 
 Las proteínas que son esenciales para facilitar la sobrevivencia en el medio 
externo del tracto reproductivo femenino. 
 Las respuestas apropiadas al micro ambiente y estimulo provisto por el 
tracto reproductivo femenino. 
 Las proteínas integrales de la membrana plasmática esenciales para el 
reconocimiento y unión del espermatozoide a la zona pelucida y membrana 
vitelina. 
 Las enzimas dentro del acrosoma mantenidas como proenzimas o en una 
forma inhibida, pero disponibles en el tiempo apropiado para auxiliar en la 
penetración de las envolturas del ovocito. 
 La membrana plasmática capaz de comenzar a alterarse en un tiempo 
determinado que permita la fusión con la membrana acrosomal externa 
durante la reacción acrosomal o que permita la fusión del espermatozoide y 
las membranas del ovocito. 
 El tiempo preciso del conteo de los pasos en la secuencia de los eventos que 
ocurren cuando una espermátida es formada por la división de un 
espermatocito secundario hasta el espermatozoide que entra a el ovocito, y 
se forman los pronúcleos del macho, cuyos cromosomas se unen con los 
pronúcleos de la hembra para producir un embrión con una probabilidad 
máxima de sobrevivir. 
 El ADN adecuadamente estabilizado por nucleoproteinas, pero capaz de 
experimentar descondensación en el tiempo apropiado en el proceso de 
fertilización (Amann, 1989). 
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Existen dos rasgos espermáticos que afectan la fertilidad: 1) los rasgos 
compensables que pueden ser resueltos al utilizar grandes cantidades de 
espermatozoides durante la inseminación artificial (IA), estos son alteraciones de 
la movilidad y la morfología espermática; 2) los rasgos incompensables que 
incluyen las deficiencias morfológicas que no afectan la movilidad (Foxcroft et al., 
2008), como cambios en la fluidez de la membrana (Force et al., 2001) y la 
existencia de marcadores relacionados con la apoptosis (Anzar et al., 2002), que no 
son resueltos al introducir grandes cantidades de espermatozoides en la IA, estos 
defectos afectan la fertilización y el desarrollo del embrión (Foxcroft et al., 2008). 
2.4 Calidad espermática y marcadores moleculares 
La calidad espermática es el conjunto de propiedades estructurales y 
funcionales que pueden indicar una más alta posibilidad de que un 
espermatozoide sea capaz de cumplir con su función; y los marcadores de calidad 
espermática son aquellos cuya evaluación nos puede proporcionar información 
acerca de los atributos estructurales o funcionales de importancia o superioridad 
de una población de espermatozoides (Aragón y Becerril, 2012). 
Debido a la alta presión selectiva aplicada en el área de la reproducción de 
cerdos, los estimados de la evaluación de semen se vuelven menos informativos, 
así que un grandioso interés es dirigido a encontrar nuevos valores para mejorar 
los resultados de crianza. Los aspectos moleculares del semen representan un 
campo de estudio que podría poner en práctica el conocimiento sobre el potencial 
de fertilidad de una muestra de semen. Al mismo tiempo, es necesario entender 
donde esas moléculas ejercen su función y cuales aspectos morfológico-funcionales 
son capaces de influenciar (Turba et al., 2007). 
El diagnóstico del potencial de fertilidad de una muestra de semen es 
esencial para obtener una alta eficiencia reproductiva. La utilización de semen 
fértil o infértil puede tener consecuencias devastadoras para los que utilizan el 
semen. Para lo cual se han desarrollado ensayos de laboratorio para predecir el 
potencial de fertilización de una muestra de semen (Braundmeier y Miller, 2001). 
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2.5 Movilidad espermática  
El movimiento flagelar es la expresión fundamental de la vitalidad del 
gameto masculino y es esencial para la función reproductiva. Este movimiento 
resulta de un proceso intracelular complejo, el cual es influenciado por el medio 
ambiente del espermatozoide. La movilidad espermática es esencial para el 
transporte a través del tracto reproductor femenino y para la fecundación. El 
mecanismo activo del movimiento flagelar involucra un sistema complejo de 
acoplamiento químico, electroquímico y mecanoquímico que culmina con el 
movimiento del complejo del filamento axial flagelar o axonema (katz, 1991). 
De igual forma que con el potencial fertilizante, un número de características 
espermáticas experimentan cambios con la maduración. La primera es la 
maduración del epidídimo que contribuye al potencial espermático para lograr la 
movilidad. La maduración del potencial de movilidad espermático involucra 
ambos, un incremento cualitativo en el porcentaje de espermatozoides móviles y 
una diferencia cualitativa en el patrón de movilidad. Los espermatozoides 
testiculares son inmóviles o muestran solo un ligero movimiento del flagelo; 
mientras que los espermatozoides de la cabeza del epidídimo nadan en patrones 
circulares. Una vez en la cola del epidídimo los espermatozoides se mueven 
progresivamente y con movimiento vigoroso hacia adelante (Robaire et al., 2006). 
2.5.1 Tipos de movimiento y producción de energía en el espermatozoide 
La mayoría de los espermatozoides de los mamíferos muestran dos tipos de 
movilidad fisiológica: (1) la movilidad activada, que es la observada en 
espermatozoides eyaculados frescos y (2) la movilidad hiperactivada, que es la 
mostrada en la mayoría de los espermatozoides recuperados del sitio de la 
fertilización (Turner, 2006). 
 
 
 14 
 
Es muy conocido que el movimiento flagelar ocurre como resultado del 
deslizamiento asimétrico de los componentes del axonema. La energía de la 
movilidad flagelar es derivada de la hidrólisis del ATP por parte de la dineina-
ATPasa, la cual maneja el desplazamiento de los microtúbulos. El ATP es 
generado por el rompimiento de la glucosa o fructosa a lactato vía glicólisis y por 
la oxidación mitocondrial de los substratos vía el ciclo del ácido cítrico (Mortimer, 
1997). 
Existe otra vía de producción de energía para el movimiento flagelar que 
está dado por formas espermatogénicas de dos enzimas glicolíticas, la 
gliceraldehido 3 fosfato dehidrogenasa y la hexocinasa 1, que han sido localizadas 
en la vaina fibrosa. Esta estructura del citoesqueleto es posicionada idealmente 
para funcionar como una base para las enzimas glicolíticas, que proveen un 
mecanismo para la producción de ATP localizada a lo largo del axonema. El ATP 
es también producido en la pieza media de la mitocondria. La producción de ATP 
vía glicólisis es requerida para la movilidad hiperactivada (Eddy et al., 2003). 
La glicólisis es una vía metabólica esencial que convierte la glucosa a 
piruvato y genera dos moléculas de ATP por molécula de glucosa. El piruvato 
producido en esta vía proporciona el combustible al ciclo del ácido cítrico y a la 
fosforilación oxidativa para generar dos ATPs adicionales (Eddy et al., 2003). La 
difusión de ATP en el flagelo ha sido resuelta por la provisión de una fuente 
correcta de ATP donde es más necesitada, a través de la glicólisis a lo largo de la 
pieza principal del flagelo. Así la glicólisis en la pieza principal, pero no 
necesariamente la fosforilación oxidativa en la pieza media, es requerida para el 
normal movimiento flagelar (Turner, 2006). 
2.6 Análisis espermático asistido por computadora (CASA) 
La movilidad espermática, es decir, el porcentaje de espermatozoides que se  
mueven progresivamente, es el indicador más utilizado para procesar el semen en  
muchas especies, generalmente la valoración de la movilidad es subjetiva y 
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depende de la experiencia del evaluador. Actualmente se dispone de dispositivos 
estandarizados para la evaluación de la movilidad. En teoría, el análisis 
computarizado de la movilidad debería ofrecer una valoración más objetiva, 
repetible y digna de confianza que la hecha por el ojo en el microscopio, sin 
embargo, en la práctica, el CASA, no ha probado estar más relacionado con la 
fertilidad en campo que las evaluaciones clásicas de la movilidad (Colenbrander et 
al., 2003). Está falta de correlación entre la movilidad y la fertilidad puede 
explicarse por el hecho de que en condiciones fisiológicas, la expresión de la 
movilidad no es un indicador fidedigno de la integridad del espermatozoide ya que 
la movilidad baja no siempre indica daño celular (Harrison y Vickers, 1990). 
 El sistema CASA consiste en un microscopio de contraste de fases, 
conectado a una cámara de video y esta a su vez a una computadora con el 
software para el análisis espermático (Pastor et al., 2005). La muestra de 
semen analizada es captada por la cámara acoplada al microscopio y envía la 
señal en tiempo real a la computadora. Se requiere de una primera imagen la 
cual digitaliza una célula y le da seguimiento por una serie de imágenes 
sucesivas para establecer su trayectoria de recorrido. La trayectoria se procesa 
matemáticamente para obtener resultados precisos como la velocidad de 
desplazamiento del espermatozoide, el movimiento lateral de la cabeza del 
espermatozoide y la frecuencia en los cambios de dirección que efectúa. Estos 
análisis pueden realizarse en conjunto para un eyaculado o de forma 
individual para un espermatozoide (Pastor et al., 2011). El sistema permite la 
obtención de videos los cuales pueden ser analizados cuadro a cuadro, para 
estudiar la trayectoria de cada una de las células capturadas en la grabación 
(Aragón y Becerril, 2012). 
 El sistema CASA permite a un evaluador examinar un número mayor de 
muestras con una precisión más alta que la obtenida de manera manual 
(Aragón y Becerril, 2012). Con estos sistemas se tiene una herramienta para 
la evaluación de subpoblaciones espermáticas dentro de un mismo eyaculado 
(Pastor et al., 2005; Pastor et al., 2011; Becerril et al., 2013).  
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El sistema CASA, permite evaluar el porcentaje total de espermatozoides 
en movimiento con relación a la concentración espermática de la muestra 
(MTO%), el porcentaje de espermatozoides con movimiento recto con respecto 
al número total de espermatozoides en movimiento (MPR%) la velocidad de la 
trayectoria en µm/seg (VAP), la velocidad de desplazamiento progresivo en 
línea recta en µm/seg (VSL), la velocidad curvilínea del recorrido en µm/seg 
(VCL), el tipo de movimiento con el que se desplazan los espermatozoides 
durante las trayectorias antes mencionadas, que puede ser rápido 4 µm/seg, 
medio 3 µm/seg, bajo2 µm/seg, o estático menos de 1 µm/seg, la frecuencia con 
la que es batido el flagelo en Hz (BCF), la amplitud del desplazamiento lateral 
del acrosoma durante el desplazamiento en µm (ALH), el porcentaje de 
espermatozoides con desplazamiento lineal (LIN%), el porcentaje de 
espermatozoides con desplazamiento curvilíneo (STR%); la elongación 
(ELONG) y el área en micras que ocupa la cabeza del espermatozoide (AREA); 
parámetros que reflejan características de la calidad de un eyaculado (Fuse et 
al., 2005; Pastor et al., 2005; Gagnon y de Lamirande, 2006). Una descripción 
gráfica del movimiento espermático y de los descriptores de la movilidad 
analizados por el CASA se presenta en la Figura 3. 
 
 
 
 
 
Figura 3. Movimiento espermático analizado con el sistema CASA. Los puntos 
representan el recorrido real  de un espermatozoide  durante un segundo. VAP (velocidad 
promedio de trayectoria), VSL (velocidad rectilínea), VCL (velocidad curvilínea), ALH 
(amplitud lateral de la cabeza). 
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2.7 Viabilidad espermática 
La viabilidad espermática es la capacidad de la célula para realizar procesos 
fisiológicos y bioquímicos. Los atributos celulares que intervienen y que en 
conjunto le confieren la viabilidad al espermatozoide son la integridad de la 
membrana plasmática, la actividad metabólica, dada por la presencia de enzimas 
y por la actividad mitocondrial, además de la integridad del ADN (Gravance et al., 
2001); sin embargo, para cuestiones prácticas, la viabilidad del espermatozoide ha 
sido definida como las células que poseen una membrana plasmática intacta 
(Graham, 2001). 
2.7.1. Integridad de la membrana plasmática 
El método de azul tripano para determinar la viabilidad espermática, es un 
ensayo de exclusión. El azul tripano es un colorante soluble en agua cuyos grupos 
cargados, amino y sulfatos, le impiden atravesar las membranas celulares 
intactas; por lo tanto, tiñe sólo las células muertas o dañadas. Las células vivas 
no incorporan el colorante, por lo tanto, la técnica solo valora la integridad de la 
membrana, no la verdadera viabilidad (Luque y Herraéz, 2001). 
La integridad de la membrana es evaluada por la tinción de una muestra 
espermática con yoduro de propidio (PI), una sonda fluorescente que se une al 
ADN. Es así como las células que poseen una membrana plasmática dañada 
permiten la entrada del PI a la célula y se intercala con el ADN lo que estimula la 
fluorescencia roja de las células (Graham, 2001). El SYBR 14 es una tinción que 
fluoresce al intercalarse con el ADN de las células con membrana intacta, la 
combinación de SYBR 14 /PI, permite identificar espermatozoides vivos y muertos 
en una muestra, debido a que reaccionan con el mismo constituyente celular 
(Garner y Johnson, 1995). 
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2.7.2 Actividad metabólica 
La presencia en las células de actividades enzimáticas genéricas, tales como 
esterasas y deshidrogenasas, permite plantear ensayos de viabilidad espermática 
basados en la generación de productos con grupos cromofóros o fluorofóros, 
procedentes de la ruptura enzimática de sustratos sintéticos (Luque y Herraéz, 
2001). 
2.7.2.1 Presencia de esterasas 
El diacetato de carboxifluoresceína, poco ionizado, atraviesa la membrana 
por difusión; las esterasas plasmáticas lo hidrolizan a carboxifluoresceina que al 
tener mayor carga eléctrica, ya no puede atravesar la membrana y es retenida 
dentro de la célula (Harrison y Vickers, 1990). 
El acetoximetil diacetilester de calceina (calceina-AM) es un derivado de la 
fluoresceína, que es un indicador de la viabilidad y citotoxicidad celular debido a 
la retención celular y a la insensibilidad de su fluorescencia al cambio fisiológico 
del pH. La calceina-AM es una tinción vital lipofílica que rápidamente entra a las 
células viables y es convertida por las esterasas intracelulares a calceina que 
produce una intensa señal de fluorescencia verde (530 nm), además es retenida 
por las células con membrana plasmática intacta (Bratosin et al., 2005). 
2.7.2.2 Actividad mitocondrial 
El análisis de la función mitocondrial sirve como un indicador que se 
relaciona con la movilidad del espermatozoide, esto debido a que las mitocondrias 
generan la energía necesaria para el movimiento espermático, es así como 
cambios en el potencial de membrana mitocondrial pueden ser un buen indicador 
del daño funcional, junto con la evaluación de la movilidad espermática (Gravance 
et al., 2001). El potencial de membrana mitocondrial interno (ΔΨm) es un 
indicador sensible del estado energético de la mitocondria y de la célula, y puede 
ser utilizado para evaluar la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial, los 
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sistemas de transporte electrogénico y la activación de la transición de la 
permeabilidad mitocondrial. Así la determinación del ΔΨm es ampliamente 
utilizada para la caracterización del metabolismo celular, la viabilidad y la 
apoptosis en varios modelos celulares (Marchetti et al., 2004b). 
La sonda fluorescente más ampliamente utilizada en la valoración del ΔΨm 
es la rodamina 123 (R123), que tiene la habilidad para distinguir entre las células 
vivas, pero no puede distinguir entre mitocondrias con bajo o alto potencial de 
membrana (Gravance et al., 2001). La rodamina es un componente cationico que 
se excita a 488 nm y emite a 515-575 nm (fluorescencia verde). La R123 se 
acumula en la mitocondria, lo cual depende del potencial de membrana, de la 
concentración de R123 y del número de espermatozoides (Garner et al., 1997). 
El JC1 (5,5´,6,6´-tetracloro-1,1´3,3´-yoduro de carbocianina de 
tetraetilbenzimidazolil) es un monómero con picos de excitación y emisión en la 
onda de longitud verde (510-520 nm). Sin embargo, también exhibe un segundo 
pico en el rango rojo-naranja (590 nm) por la formación de agregados 
dependientes del ΔΨm, por lo tanto puede distinguir entre altos (formación de 
agregados) y de bajos-medios (formación de monómeros) potenciales de membrana 
(Garner et al., 1997). 
El ensayo de la reducción del resazurin, es uno de los métodos para evaluar 
el estado metabólico del espermatozoide y depende de la habilidad metabólica 
activa del espermatozoide dada por las deshidrogenasas mitocondriales, para 
reducir el resazurin a resorufin. La actividad de las deshidrogenasas del 
espermatozoide es manifestada con un cambio de color visual de azul (resazurin) 
a rosa (resorufin) y posteriormente a blanco (dihidroresorufin) (Zrimšek et al., 
2004). El ensayo de resazurin se considera un método eficaz para evaluar la 
calidad del semen de cerdo, debido a su facilidad para realizarlo y que no requiere 
equipo altamente sofisticado para su elaboración, además ha sido altamente 
correlacionado con la concentración, la movilidad y la viabilidad de los 
espermatozoides de cerdo (Zrimšek et al., 2004). 
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2.8 Integridad del ADN espermático 
El contenido de la cromatina en el núcleo del espermatozoide del mamífero 
maduro es una estructura compacta y estable. Esta organización no solo le 
permite transferir la información genética al ovocito, también asegura que el 
ADN sea liberado en una forma física y química ideal para que el embrión en 
desarrollo pueda acceder a la información genética (Sakkas et al., 1999). Las 
alteraciones en la cromatina pueden afectar la capacidad de fertilización del 
espermatozoide (Hernández et al., 2006). Se han desarrollado una variedad de 
métodos para detectar cambios en la estructura de la cromatina o en la integridad 
del ADN, uno de ellos es el ensayo de la estructura de la cromatina espermática 
(SCSA), que mide, mediante citometría de flujo, la susceptibilidad del ADN 
espermático a la desnaturalización in situ (Evenson et al., 1980). 
La integridad del ADN paterno es crucial para el desarrollo posterior de un 
embrión y el grado de daño al ADN está correlacionado de manera negativa con el 
desarrollo del embrión (Silva y Gadella, 2006). Aunque la fertilización puede 
ocurrir con espermatozoides dañados, la estructura de la cromatina espermática 
ha sido negativamente correlacionada con el potencial de fertilidad de los 
espermatozoides y con el desarrollo subsecuente del embrión (Bungum et al., 
2007). Es bien conocido que la presencia de defectos en el ADN, en relación con el 
proceso de maduración del espermatozoide, la integridad de la molécula de ADN, 
asociada con la presencia de roturas, tanto de doble cadena como de cadena 
sencilla del ADN, o la presencia de anomalías cromosómicas, como pueden ser las 
aneuploidias o las reordenaciones genómicas estructurales, se asocian 
estrechamente con la infertilidad (Cortés-Gutiérrez et al., 2007). 
El daño que se presenta en el ADN del espermatozoide puede ser de origen 
multifactorial, por ejemplo: la generación de radicales libres de oxígeno (ROS) o 
los fallos en el intercambio correcto de la fracción histónica de la cromatina por 
protaminas, pueden producir daño irreversible en el ADN del gameto, así como 
afectar la salud del embrión (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).  
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Existen dos hipótesis que permiten explicar el origen del daño al ADN 
espermático, las cuales postulan que una amplia variedad de factores clínicos y 
ambientales, solos o en combinación, pueden ser capaces de crear estrés oxidativo 
en los testículos. En la primera, el estrés perjudica las espermiogenesis y resulta 
en la producción de espermatozoides defectuosos que poseen inferior 
protaminización de la cromatina. Estos espermatozoides tienen una tendencia por 
efecto a una cascada apoptótica que involucra la generación  de especies reactivas 
de oxigeno (ERO) por la mitocondria espermática. La segunda, estas ERO atacan 
la deficiente remodelación de la cromatina oxidando las bases del ADN (80HdG) 
que por ultimo resultan en el rompimiento de las bandas de ADN y en la muerte 
celular (Aitken y Koppers, 2011). 
La defensa celular del espermatozoide contra el daño al ADN se fundamenta 
en dos factores: 1) en el estrecho empaquetamiento de la cromatina, basado en la 
condensación; 2) en la substitución de histonas por protaminas, y los agentes 
antioxidantes presentes en el plasma seminal (de Ambrogui et al., 2006). Diversas 
técnicas son efectivas para detectar la fragmentación del ADN del 
espermatozoide, como el método de marcaje del extremo 3’OH con dUTP-biotina 
mediado por desoxinucleotidil transferasa (TUNEL), el ensayo cometa y el SCSA, 
esta última técnica ha sido principalmente establecida en los espermatozoides de 
humano y es confiable (de Ambrogui et al., 2006).  
La evaluación de la integridad del ADN espermático se ha convertido en una 
parte esencial de los análisis de semen para mejorar las TRA (Shamsi et al., 
2008). Es de suma importancia valorar la integridad de la cromatina espermática, 
porque la fertilización con espermatozoides que presenten daño en el ADN pueden 
transmitir defectos de origen paterno en el material genético con consecuencias 
adversas para el desarrollo embrionario (Fraser et al., 2006). En el procesamiento 
de los espermatozoides de cerdo mediante la técnica de swim-up, los valores de 
DFI aumentan, lo cual indica alteraciones al ADN espermático de las muestras 
seleccionadas (Morales et al., 2012a). Esta observación es semejante a lo 
reportado por Pichardo et al. (2010) en los espermatozoides seleccionados de 
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ovino. Algunos autores han reportado que la selección espermática disminuye el 
número de espermatozoides que presentan daño en el ADN (Spano et al., 2000). 
Sin embargo, Younglai et al. (2001), no encontraron diferencias en el daño al ADN 
espermático después de seleccionar a los espermatozoides. 
2.9 Apoptosis en células somáticas y germinales 
El término apoptosis, en el griego clásico, describe el "caerse" o "dejar a", de 
los pétalos de las flores o las hojas de los árboles, con la connotación de suicidio, 
encapsula muchas de las ideas inherentes a la noción de la apoptosis (Kerr et al., 
1972). La apoptosis es un proceso crítico para el mantenimiento de la 
homeostasis, la proliferación y diferenciación celular (Degterev et al., 2003). Las 
características morfológicas de la apoptosis incluyen condensación citoplasmática 
y de la cromatina, encogimiento celular, perdida de la adhesión, fragmentación 
nuclear, y finalmente los fragmentos celulares son ingeridos por las células 
fagocíticas vecinas (Kiechle y Zhang, 2002). 
El papel de la muerte de las células germinales del macho en la 
espermatogénesis es importante, ya que elimina las células germinales 
disfuncionales o dañadas genéticamente, esto es necesario para mantener una 
célula germinal óptima para la proporción de células de Sertoli. La formación de 
la barrera hemato-testícular requiere la eliminación de las células germinales 
excesivas, así un aumento de la apoptosis de células germinales se produce antes 
de la pubertad, resultando en la regulación de la relación de células germinales a 
células de Sertoli (Kerr et al., 1972). 
El componente central de la maquinaria apoptótica involucra a la activación 
de una familia única de proteasas de cisteína específicas dependientes del 
aspartato llamadas caspasas (Feinstein-Rotkopf y Arama, 2009). Las caspasas 
son expresadas como proenzimas catalíticamente inactivas (zimogenos), que son 
activadas por división proteolítica en sitios específicos de aspartato (Cohen, 1997). 
Las caspasas involucradas en la apoptosis de mamíferos son clasificadas dentro 
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de dos grupos: 1) las caspasas iniciadoras: 2, 8, 9 y 10, que son activadas por 
oligomerización, y 2) las caspasas efectoras o ejecutoras: 3, 6, y 7, las cuales son 
activadas por otras proteasas, comúnmente por las caspasas iniciadoras pero 
también por otras proteasas (trans activation). Las procaspasas 3 y 7 pueden ser 
activadas por las caspasas 6,8,9 y 10 bajo condiciones in vitro (Chang y Yang, 
2000). 
La activación de las procaspasas a su forma activa involucra dos pasos 
principales: 1) una vía de señalización proapoptótica, que resulta de la unión de 
ligando Fas/CD95 a los receptores de superficie celular. El receptor de Fas tiene 
un dominio de muerte intracelular ligado a las procaspasas a través de proteínas 
adaptadoras (vía extrínseca); 2) una amplificación mitocondrial de la vía de 
señalización proapotótica iniciada por la liberación del citocromo c de la 
mitocondria al citosol (vía intrínseca) (Figura 4). Esta liberación es facilitada por 
la proteína proapoptótica Bax, un miembro de la familia Bcl-2, el cual tiene un 
efecto antiapoptótico y previene la liberación del citocromo c de la mitocondria; 
ambas vías convergen en la activación de las caspasas que se encargan del 
desmantelamiento de la células destinadas a morir en cuerpos apoptóticos 
(Kierszenbaum, 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Vías de señalización de la apoptosis en células germinales y somáticas que 
culminan en el desensamblaje celular. 
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La apoptosis es una vía dirigida genéticamente para eliminar células 
durante el desarrollo en los tejidos de los organismos adultos y en situaciones 
patológicas. La apoptosis desempeña un papel importante en la espermatogénesis 
por medio del balance entre la proliferación y la muerte de la población de las 
células germinales, que puede ser sostenida por las células de Sertoli (Aragón et 
al., 2007). 
2.10 Expresión de las caspasas activas en los espermatozoides 
eyaculados 
 Las caspasas juegan un papel funcional importante durante la 
espermatogénesis; sin embargo, su función en la muerte celular del 
espermatozoide no ha sido reconocida (Marchetti y Marchetti, 2007). No obstante, 
se ha detectado su presencia en los espermatozoides eyaculados. Weng et al. 
(2002) detectaron la actividad enzimática en una subpoblación de 
espermatozoides de humano asociada con el decremento de la movilidad 
espermática, además de mostrar daño estructural, con una alta incidencia de 
fragmentación del ADN y la translocación de la FS en la membrana plasmática, 
aspectos que son considerados como signos de apoptosis en las células somáticas. 
De manera similar, Marchetti et al. (2004a) encontraron una correlación 
significativa entre la presencia de caspasas activas en espermatozoides con 
disminución en la movilidad y otros marcadores apoptóticos como la disfunción 
mitocondrial y la fragmentación nuclear, además encontraron una correlación 
negativa con los porcentajes de fertilización después de la fertilización in vitro. Es 
importante mencionar que la asociación de la disminución de la movilidad en 
espermatozoides con la presencia de caspasas activas, ha sido observada tanto en 
hombres fértiles como infértiles (Taylor et al., 2004). 
Diferentes estudios han reportado características similares a la apoptosis en 
los espermatozoides eyaculados de humano como son: la disrupción del potencial 
de membrana mitocondrial, el incremento de la fragmentación del ADN y la 
translocación de la FS (Paasch et al., 2004b; Weng et al., 2002; Taylor et al., 2004; 
 25 
 
Paasch, 2003). La caspasas en las células somáticas y germinales están 
involucradas en el fenómeno de apoptosis; sin embargo, su papel en los 
espermatozoides aún no es claro (Almeida et al., 2005). Es controversial la función 
de las caspasas activas 3 y 7 en los espermatozoides eyaculados de humano 
(Oehninger et al., 2003; Paasch et al., 2004a; Sakkas et al., 2004).  
Sakkas et al. (1999), sugirieron que la existencia de marcadores apoptóticos 
en los espermatozoides está relacionado con un fenómeno de apoptosis abortiva, la 
cual acontece durante la espermatogénesis. 
Sharma y Agarwal (2011) describen que no es posible que se desencadene la 
apoptosis como tal en los espermatozoides, debido a que son  diferentes de las 
células somáticas y germinales en lo que se refiere a: (1) los espermatozoides son 
transcripcionalmente y translacionalmente inertes, y debido a esto, no pueden 
experimentar muerte celular o “muerte programada celularmente”, (2) la 
cromatina espermática tiene un reducido contenido de nucleosomas debido a la 
extensa protaminación y carece de la característica del entrelazamiento de las 
cadenas del ADN, y (3) las endonucleasas, que son activadas en el citoplasma o 
liberadas de la mitocondria, son prevenidas al acceso físico del ADN debido a la 
arquitectura física del espermatozoide. Sin embargo, debido a la presencia de 
marcadores apoptóticos en los espermatozoides, es interesante investigar la 
funcionalidad que ejerce en este tipo celular. 
2.11 Expresión de las caspasas activas y la selección espermática 
Martí et al. (2006) en un estudio realizado con semen de humano, 
confirmaron que el procedimiento de dextran/swim-up, logró seleccionar 
espermatozoides viables y no apoptóticos (determinados por la ausencia de la 
translocación de la FS y de caspasas activas 3 y 7). Además, en el semen de cerdo, 
el procedimiento de SU utilizado, aumentó el porcentaje de espermatozoides con 
expresión de caspasas activas (Morales et al., 2012a); esto discrepa con lo 
reportado en espermatozoides de humano (Kotwicka et al., 2008; Martí et al., 
2006) y de ovino (Pichardo et al., 2010) en donde se observó que el procedimiento 
de SU reduce el número de espermatozoides que expresan caspasas activas.  
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En el semen de cerdo se ha encontrado que no existe relación alguna entre el 
porcentaje de espermatozoides con presencia de caspasas activas y el porcentaje 
de movilidad (Morales et al., 2012a). Estudios realizados en semen de humano 
reportaron datos similares, donde no se observó relación entre el porcentaje de 
espermatozoides viables con marcadores de apoptosis y con la movilidad 
espermática (Kotwicka et al., 2008; Perticarari et al., 2007). En hombres infértiles 
se ha reportado que la presencia de caspasas activas está relacionada, de manera 
negativa con la movilidad, y de forma positiva con marcadores de apoptosis 
(externalización de la FS y la fragmentación del ADN) (Weng et al., 2002).  
Los resultados de los estudios realizados en semen de ovino por  Pichardo et 
al. (2010), muestran que el procedimiento de SU puede disminuir el porcentaje de 
espermatozoides con expresión de caspasas activas en muestras de semen con 
baja movilidad. Las discrepancias observadas pueden explicarse por los métodos 
utilizados durante el SU (Figura 5). 
 
 
 
Figura 5. Efecto de la utilización de los métodos de selección espermática sobre la 
expresión de marcadores apoptóticos en diferentes especies. 
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La evaluación de la presencia de marcadores de apoptosis con la realización 
de ensayos de la calidad de muestras seleccionadas en conjunto es de suma 
importancia para evaluar el potencial de fertilidad de un eyaculado. La selección 
de espermatozoides mediante SU ha sido utilizado en las TRA, el método de SU 
empleado permite la recuperación de un alto porcentaje de espermatozoides que 
presentan movilidad progresiva junto con caspasas activas 3 y 7; sin embargo, 
debido a que no se conoce la función de las caspasas activas en los 
espermatozoides, no se puede deducir el papel de estos espermatozoides en la 
fertilización (Morales, 2009). 
2.12 Agentes inductores de la activación de caspasas in vitro 
El peróxido de hidrogeno (H2O2) induce un incremento en la concentración de 
calcio citosólico y provoca apoptosis mitocondrial, la cual es dependiente de la 
caspasa 3, la cual es activada a su vez por la caspasa 9 (Espinoza et al., 2009). El 
H2O2 es un eficaz inductor de caspasas activas en los espermatozoides de humano 
(Bejarano et al., 2008). 
El ácido betulínico (AB) induce apoptosis por medio de la vía mitocondrial en 
las células somáticas; así como la expresión de caspasas activas en los 
espermatozoides de humano (Paasch et al., 2004b). 
El nitropróxido de sodio (NS) es un agente que promueve la producción de 
óxido nítrico el cual es un radical libre. En los espermatozoides de cerdo se ha 
comprobado que el NS induce la activación de caspasas (Moran et al., 2008; 
Morales et al., 2012b). 
2.13 Substratos de caspasas 
Existe otro enfoque para estudiar la activación de caspasas, la cual está 
basada en el análisis de la división de substratos específicos por caspasas 
(Wlodkowic et al., 2011). La identificación de las secuencias de los substratos 
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divididos por caspasas activas y el desarrollo de substratos sintéticos que 
contienen los péptidos apropiados acoplados a grupos fluorogénicos o 
cromogénicos para detectar el complejo denominado substrato-caspasa 
(Kaufmann et al., 2008). 
Durante la apoptosis de las células somáticas y germinales testiculares, el 
ADN nuclear es condensado y degradado dentro de largas cadenas (50-300 kb) y 
subsecuentemente dentro de pequeños fragmentos oligonucleosomales de varios 
pares de bases (Sakahira et al., 1998). La purificación bioquímica por diversos 
grupos llevan a descubrir un complejo regulado por caspasas llamado Factor de 
Fragmentación del ADN (FFA) (Liu et al., 1997), que está compuesto por una 
Dnasa  llamada CAD (Dnasa activada por caspasas: también nombrada DFF40 y 
CPAN y su inhibidor  ICAD (DFF45). En células sanas, CAD es un complejo con 
ICAD, y se encuentra funcionalmente inactivo. En células apoptoticas, ICAD es 
dividido por caspasas 3 y 7, liberando CAD para la degradación nuclear (Enari et 
al., 1998). 
La proteólisis de las láminas de la envoltura nuclear, es observada en 
diferentes células que experimentan apoptosis y pueden ser responsables de 
algunos de los cambios nucleares observados. Bajo condiciones naturales, 
exclusivamente la caspasa 6 divide a la lámina A; lo cual sugiere que la caspasa 6 
puede ser la mayor laminasa en células que experimentan apoptosis (Cohen, 
1997). 
2.14 Detección de la división de la polimerasa poli-ADP-ribosa (PARP) 
La PARP es conocida como una de las características endógenas de las 
células (substrato de muerte celular); es una enzima nuclear involucrada en la 
reparación del ADN que es activada en respuesta al daño del ADN (de Murcia y 
Menissier-de Murcia, 1994). Una vez iniciada la cascada proteolítica, la PARP es 
dividida por las caspasas ejecutoras 3 y 7, lo cual es considerado un marcador de 
apoptosis (Alnemri et al., 1996); Kauffmann et al., 1993; Labzenik et al., 1994). 
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El sitio de división especifico resulta en la generación del fragmento 89- y 24- 
kDa, que puede ser fácilmente detectado por Western blot. Un anticuerpo que 
reconoce el fragmento dividido de PARP de 89-kDa ha sido adaptado al marcaje 
de celulas apoptóticas  para la detección por citometria de flujo y de escaneo de 
laser (Li y Darzynkiewicz, 2000). 
La función principal de PARP es la detección y reparación del ADN dañado. 
Jha et al. (2009) detectaron por medio de inmunolocalización a los homólogos de 
PARP presentes en la parte anterior de la cabeza del espermatozoide, cubriendo 
al acrosoma; mientras que PARP-1 se localizó restringido a la parte central de la 
cabeza del espermatozoide (Figura 6). 
Figura 6. Espermatozoides de humano marcados con PARP-1, en donde se muestra la 
localización restringida a la parte central de la cabeza del espermatozoide. 
En la exposición al estrés oxidativo, la inhibición de PARP causa un 
incremento significativo solo en el porcentaje de espermatozoides apoptóticos 
tempranos. Los espermatozoides inmaduros exhiben más resistencia a este daño 
comparado con los espermatozoides maduros, sugiriendo que estos son más 
susceptibles al estrés oxidativo. El estrés oxidativo induce incremento en los 
espermatozoides apoptóticos tempranos después de la inhibición de PARP que 
puede incrementar la apoptosis tardía y la necrosis. Esto es evidente por los 
reportes de los rompimientos de las bandas de ADN después del estrés oxidativo, 
causando sobre activación de PARP y promoviendo la disfunción celular/necrosis 
en la diabetes mellitus y en las enfermedades cardiovasculares y 
cerebrovasculares (Mahfouz et al., 2009a). 
 30 
 
2.15 Apoptosis espermática 
En el caso del cerdo es escasa la información que se tiene sobre la presencia 
de las caspasas activas en los espermatozoides. Los primeros en reportar la 
presencia de estos marcadores apoptóticos en espermatozoides de cerdo fueron 
Moran et al. (2008), que observaron la presencia de espermatozoides viables pero 
con caspasas activas, al evaluar los efectos del óxido nítrico sobre la expresión de 
caspasas 3 y 7 activas después de la incubación con nitropróxido de sodio y 
obtuvieron un incremento en el porcentaje de espermatozoides con la expresión de 
estas enzimas. 
 En un estudio realizado por Lachaud et al. (2004) se examinó la habilidad 
de los espermatozoides humanos para iniciar la apoptosis in vitro y sus resultados 
sugieren que estas células carecen de la capacidad para iniciar la apoptosis. 
Una posible explicación que permite inferir sobre la presencia de distintos 
marcadores de apoptosis en los espermatozoides eyaculados es la relacionada con 
el fenómeno de apoptosis abortiva, la cual puede ocurrir durante la 
espermatogénesis (Sakkas et al., 1999). 
Con base en los resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo, podemos 
sugerir que la presencia de las caspasas activas en los espermatozoides se 
encuentra relacionada con errores en la diferenciación celular (García et al., 
2012).  
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
Hasta el momento, se desconoce la función a nivel celular, de las caspasas 3 
y 7 activas en los espermatozoides, solo se ha relacionado la presencia de estas 
proteasas con características que afectan la calidad de los eyaculados. Pero no se 
sabe si estos espermatozoides pueden ser capaces de fertilizar. 
 
IV. JUSTIFICACIÓN 
 Se ha detectado la expresión de caspasas 3 y 7 activas en los 
espermatozoides de las diferentes especies, la cual se ha asociado con problemas 
de infertilidad. Sin embargo, actualmente se desconoce la función de estas 
proteasas en el espermatozoide. Resulta importante identificar si las caspasas 
activas realizan una función proteolítica, debido a que su presencia se ha 
relacionado con otras características del eyaculado, y se desconoce si pueden 
afectar de manera negativa la calidad espermática y la fertilidad. 
 
V. HIPÓTESIS 
 La expresión de caspasas 3 y 7 activas está relacionada con la calidad de los 
espermatozoides de cerdo y presentan actividad proteolítica. 
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VI. OBJETIVO GENERAL 
Investigar si las caspasas 3 y 7 activas se relacionan con indicadores de la calidad 
espermática y si presentan actividad proteolítica en los espermatozoides 
eyaculados de cerdo. 
VII. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Evaluar la movilidad, la viabilidad, la expresión de caspasas 3 y 7 activas y 
la estructura de la cromatina espermática en los espermatozoides de 
eyaculados de cerdo, procesados o no mediante SU.  
 Inducir la expresión de las caspasas 3 y 7 activas en los espermatozoides de 
cerdo, y detectar en esas células, mediante inmunocitoquímica, la presencia 
de PARP dividido. 
 Establecer las condiciones de fertilización in vitro que permitan evaluar el 
potencial fertilizante de los espermatozoides con expresión de caspasas 
activas. 
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VIII. MATERIAL Y MÉTODOS 
8.1 Experimento 1: Calidad espermática y expresión de las caspasas 3 y 7 
activas 
8.1.2 Animales experimentales y recolección de semen 
Se utilizaron cuatro sementales de la raza cerdo Pelón Mexicano, de los 
cuales se obtuvieron 4 eyaculados por animal, los cerdos contaban con una edad 
promedio de 1.5 años y un peso corporal de 110-115 kg. Los animales fueron 
alimentados con una dieta comercial (Etiqueta Verde, Purina, México), con dos 
raciones por día y agua a libre acceso, además permanecieron confinados en 
jaulas individuales en la unidad de producción animal de la Facultad de Ciencias 
Agrícolas, UAEMex. 
Se realizó un entrenamiento previo de los verracos al salto con el potro; y se 
efectuó una sesión de entrenamiento, con duración de 10 a 15 minutos, en días 
alternos. Se utilizó un potro de montas forrado de hule, impregnado con 
ferohormonas (SOA®, INTERVET, Edo. Méx, México) y o fracciones de semen de 
otros cerdos. Los eyaculados se obtuvieron mediante la técnica de la mano 
enguantada, cada tercer día. Para el primer experimento se utilizaron los 
eyaculados obtenidos de mayo a julio de 2010; mientras que para el segundo 
experimento se utilizaron eyaculados obtenidos de agosto a octubre de 2010. La 
colecta de los eyaculados siempre se realizó entre las 09:00 y las 11:00 horas. Para 
minimizar el estrés de los animales los eyaculados fueron obtenidos por el mismo 
técnico. Al momento de la obtención de los eyaculados se separaron tres fracciones 
para recolectar solo las fracciones ricas en espermatozoides, de cada eyaculado se 
utilizaron 10 ml, los cuales se colocaron en tubos estériles de propileno, 
previamente atemperados a 37°C.  
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8.1.3 Evaluación de la movilidad progresiva 
Se colocaron 20 µl del eyaculado en un portaobjetos precalentado a 37°C en 
un microscopio de contraste de fases (OLYMPUS); se analizaron 200 células a 20X 
por eyaculado y se obtuvo el porcentaje de espermatozoides que presentaron 
movilidad progresiva y desplazamiento rectilíneo. De cada eyaculado se procesó 
una alícuota mediante SU la cual se denominó como muestras procesadas 
mediante SU, las alícuotas no procesadas por SU, se denominaron muestras 
frescas (MF). Todas las alícuotas se diluyeron en medio HTF (Human Tubular 
Fluid) (NaCl 50 mM, KCl 10 mM, MgSO4 0.4 mM, KH2PO4 0.3 mM, Hepes 21 
mM, Glucosa 2.8 mM, Piruvato de sodio 0.33 mM, Lactato de sodio 18.6 mM), pH 
8 (Sigma, St Louis, Mo, USA). 
8.1.4 Técnica de recuperación espermática 
Se diseñó una técnica de SU que utiliza centrifugación durante corto tiempo, 
que se realizó en medio HTF modificado con Dextran. Al momento de realizar la 
técnica se reconstituyó la sacarosa 200 mM con 1550 µl de medio HTF, para 
después reconstituir el Dextrán 30 mg/ml y 5 mg/ml de Albúmina Sérica Bovina 
(BSA) (Sigma, St Louis, Mo, USA). 
Se realizó un protocolo de SU modificado, el cual consiste en colocar en un 
tubo graduado de 1.5 ml, 400 μl de HTF/BSA, 300 μl de HTF/Dextrán y 100 μl del 
eyaculado, se realizaron dos repeticiones y se centrifugó 3 minutos a 8.55 x g. 
Después del proceso de centrifugación se recuperaron de la superficie 100 µl que 
se colocaron en un tubo de 1.5 ml y se incubaron durante 15 minutos a 37°C, para 
la posterior evaluación de la movilidad progresiva. 
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8.1.5 Preparación de las muestras  
Para las evaluaciones de viabilidad las alícuotas MF y SU se diluyeron en 
solución TNE (Tris-HCL 0.01 M, NaCl 0.15 M, EDTA 1 mM, pH 7.4), antes del 
análisis mediante citometría de flujo. La concentración espermática que se utilizó 
de las MF y SU fue aproximadamente de 1 X 106 cel/ml. 
8.1.6 Evaluación de la viabilidad espermática 
8.1.6.1 Integridad de la membrana plasmática 
Para la evaluación de la integridad de la membrana plasmática se utilizó el 
kit “LIVE/DEAD sperm viability Kit” (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA), 
que consta de yoduro de propidio (PI) y SYBR 14 (Molecular Probes). 250μl de las 
MF y SU diluidas en TNE se incubaron durante 5 minutos con 1μl de SYBR 14 (1 
mM). Después se incubaron con 5 μl de PI (2.4 mM) durante 5 minutos más y se 
ajustaron a un volumen final de 500 µl con TNE. El PI es un fluorocromo 
impermeable a la membrana plasmática que tiene afinidad por los ácidos 
nucleicos, solo ingresa a la célula cuando esta presenta la membrana dañada, 
mientras que el SYBR 14 necesita del funcionamiento de canales iónicos para 
ingresar a la célula y teñir los ácidos nucleicos (Garner y Johnson, 1995). 
8.1.6.2 Presencia de esterasas 
El acetoximetildiacetilester de calceína (calceína AM) es un compuesto no 
fluorescente, permeable para la célula, el cual es convertido por las esterasas 
intracelulares a calceína, que es la forma fluorescente (Uggeri et al., 2004). A 250 
μl de las MF y SU diluidas en TNE, se les agregó 1 μl de calceína AM (50 μM) y 2 
μl de homodímeros de etidio (EthD 1, 2 mM) del kit “LIVE/DEAD 
Viability/Cytotoxicity Kit for mammalian cells” (Molecular Probes). Se 
homogenizaron las muestras y se incubaron durante 15 minutos a temperatura 
ambiente protegidas de la luz, para su evaluación posterior en el citómetro de 
flujo. 
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8.1.6.3 Actividad mitocondrial 
La reducción del resazurin es un indicador de la actividad de las 
deshidrogenasas en los espermatozoides viables. Se basa en la reducción del 
compuesto no fluorescente C12-resazurin al compuesto fluorescente C12-resorufin 
en las células metabólicamente activas (Zrimšek et al., 2006). A 100 μl de las MF 
y SU diluidas en TNE se les incubó con 1 μl de C12- resazurin (50 μM) y 1 μl 
SYTOX (1 μM) “LIVE/DEAD, Cell Vitality Assay Kit” (Molecular Probes), durante 
15 minutos a temperatura ambiente. Se ajustó el volumen final a 500 μl con TNE 
y se conservaron las muestras en baño de hielo hasta su evaluación en el 
citómetro de flujo. 
8.1.7 Ensayo de la estructura de la cromatina espermática (SCSA) 
Para la realización del SCSA las MF y SU, diluidas en TNE, fueron 
congeladas en vapores de nitrógeno líquido por 5 minutos para después ser 
completamente sumergidas en nitrógeno líquido (-196°C) y se conservaron hasta 
el día del análisis. Las muestras se descongelaron gradualmente del nitrógeno-
hielo fresco-temperatura ambiente. Alícuotas de 200 μl diluidas en TNE con una 
concentración espermática de 1-2x106 ml, se homogenizaron con 400 μl de 
solución desnaturalizante (0.08 N HCl, 0.15 M NaCl, 0.1% Triton X 100, pH 1.2, 
4°C). Exactamente 30 segundos después se añadió 1.20 ml de una disolución con 6 
μg/ml de naranja de acridina (0.037 M ácido cítrico, 0.126 M Na2HPO4, 0.0011M 
disodium EDTA, 0.15 M NaCl, pH 6.0, 4°C). Las mediciones en el citómetro de 
flujo se realizaron 3 minutos después de agregar la disolución amortiguadora de 
naranja de acridina (Evenson y Jost, 2000). 
El índice de desnaturalización del ADN (DFI), se calculó mediante la 
ecuación reportada por Evenson y Jost (2000): 
αt=[fluorescencia verde/(fluorescencia verde+fluorescencia roja)]1000 
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8.1.8 Detección de las caspasas 3 y 7 activas 
Los espermatozoides de las MF diluidas en TNE y SU sin diluir con una 
concentración de 1x106 cel/ml y un volumen de 14.5 μl, se incubaron durante 45 
minutos con 0.5 μl del reactivo SR-DEVD-FMK (Image-iT Red caspase -3 and -7 
detection kit, Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA) de nombre común FLICA, 
el cual es un inhibidor específico de las caspasas 3 y 7 que emite fluorescencia 
cuando se asocia de manera covalente, mediante una fluorometilcetona, a la parte 
activa de esas caspasas. Como contratinción se utilizó 1 μl de SYTOX (1 μM; 
Molecular Probes Inc. Eugene OR) que se incubó durante 15 minutos a 
temperatura ambiente, las muestras fueron fijadas con 10 μl de paraformaldehido 
al 10% y se ajustó a un volumen de 300 μl. Las evaluaciones se determinaron en 
el citómetro de flujo.  
Para determinar la especificidad de FLICA se realizó un ensayo de 
inhibición de las caspasas activas. Las MF fueron incubadas durante 20 minutos 
con 0.5 μl de Z-DEVD-FMK (Sigma, St Louis, MO,USA), que es un inhibidor no 
fluorescente, permeable a la célula de las caspasas 3, 6, 7, 8 y 10, el cual inhibe a 
las caspasas activas de manera competitiva e irreversible. El inhibidor fue 
previamente diluido en dimetil sulfoxido y agregado a las muestras a una 
concentración final de 40 μM. Como control se realizó la incubación de 125 μl de 
las MF con 0.65 μl de peróxido de hidrogeno (H202) al 25% (Sigma, St Louis, MO, 
USA) durante una hora a una concentración final de 50 μM (Bejarano et al., 
2008). 
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8.1.9 Citómetro de flujo 
Las valoraciones de viabilidad, estructura de la cromatina y expresión de 
caspasas de las MF y SU se realizaron en un citómetro de flujo FACScan (Becton 
Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA), a una velocidad de 
200-250 células/segundo; se evaluaron 10,000 células por muestra. El equipo 
cuenta con un láser de argón Lexer 100 mW, se operó a 35 mW (488 nm). Se 
utilizó el software de captura Cell Quest (Becton Dickinson). Los datos se 
analizaron con una computadora PC con Windows XP y el programa WinList 32 
versión 3.0 (Verity Software House, Inc) para obtener el porcentaje de células 
dentro de cada población y del índice de desnaturalización del ADN.  
8.1.10 Microscopía de fluorescencia 
Para identificar la localización de caspasas 3 y 7 activas en los 
espermatozoides, se realizaron dos frotis de cada muestra espermática. Las 
células fueron examinadas bajo microscopia de fluorescencia (ECLPSE 90i, Nikon 
Instruments, Melville, New York), con un cubo de filtro estándar de G2-A a una 
magnificación de 1000X. Las micrografías fueron tomadas con una cámara digital 
enfriada (DS-5Mc, Nikon) acoplada al microscopio y la captura se realizó con un 
software NIS-Elements F 2.30 (Nikon). Las imágenes fueron procesadas con 
ImageJ 1.38r software (Rasband, 2005). 
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8.2 Experimento 2: Efecto de la inducción de las caspasas 3 y 7 activas 
sobre la expresión de PARP dividido 
8.2.1 Obtención de dosis seminales 
Se obtuvieron siete dosis de semen comercial, las cuales fueron 
proporcionadas por la granja PROGEN ubicada en Tecamachalco, Puebla. La 
obtención del semen se realizó de manera similar a la descrita en el primer 
experimento de la calidad espermática. 
Los eyaculados nos fueron entregados diluidos con el diluyente comercial 
(MR-A®, KUBUS SA, MADRID, ESPAÑA) con una temperatura de 25 ºC que fue 
elevada gradualmente en un lapso de tiempo de 15 minutos hasta alcanzar los 
37ºC y posteriormente se procedió al procesamiento de las muestras para los 
tratamientos establecidos, lo cual se realizó en el laboratorio de Genética y 
Reproducción en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 
Benemérita Universidad Autónoma de Puebla en Tecamachalco. 
8.2.2 Evaluación de la movilidad espermática con el sistema CASA 
 La movilidad espermática fue evaluada con el sistema CASA (UltiMate Sperm 
Analyzer™, Hamilthon Thorne Biosciences, Beverly MA, USA), durante un 
segundo, los parámetros utilizados para el análisis fueron; 45 cuadros por 
segundo a 60 HZ, contraste mínimo 25, tamaño mínimo de la célula 7 pixeles, 
STR 45%, VAP 45µ/s, VSL 5µ/s, intensidad de la célula 40 e intensidad de 
iluminación 2100. En cada portaobjetos se depositaron 10 µl de eyaculado, sobre 
este un cubreobjetos 18x18mm y se introdujo la preparación al equipo CASA, 
atemperado a 37°C. Las muestras fueron analizadas con el objetivo de 20X. Se 
evaluaron al menos cinco campos por laminilla o 200 células. Las muestras que 
presentaron concentraciones excesivas o con numerosas poblaciones de 
espermatozoides aglutinados que impidieran su correcta evaluación, se diluyeron 
nuevamente para obtener nuevas preparaciones. Terminada cada una de las 
evaluaciones realizadas se guardó cada análisis en archivos en formato PDF, para 
su posterior evaluación y evitar las variaciones de tiempo entre cada lectura. 
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8.2.3 Inducción química de la expresión de caspasas 3 y 7 activas en 
espermatozoides de cerdo 
 Con el propósito de identificar la relación entre la expresión de las caspasas 
activas 3 y 7 y la expresión del substrato PARP dividido, alícuotas de una misma 
muestra se trataron con nitroprósido de sodio (NS) 400 µM, con ácido betulínico 
(AB) 60 µg/ml o H202 100 µl M todos obtenidos de Sigma (St Louis, Missouri, 
USA). Los espermatozoides se incubaron con NS o AB durante una hora; mientras 
que la incubación con H202 durante 40 minutos (Bejarano et al, 2008), a 37 ºC y 
posteriormente fueron tratados con un inhibidor fluorescente de caspasas 3 y 7 
activas (FLICA, Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA). Como controles 
absolutos se utilizaron alícuotas de las mismas muestras que no fueron tratadas 
con el inductor de apoptosis ni con FLICA y como control del experimento se 
agregó FLICA, sin inductor. Las alícuotas se identificaron como se especifica a 
continuación: 1) CONTROL NEGATIVO, 2) CONTROL FLICA, 3) AB FLICA, 4) 
NS FLICA, 5) H202 FLICA. 
8.2.4 Detección de las caspasas 3 y 7 activas 
 Posterior a la inducción de la actividad de las caspasas se utilizó una 
alícuota de 14,5 µl de la muestra espermática de cada tratamiento para 
incubarlos con FLICA durante 45 minutos a 37 ºC. Después de la tinción, las 
muestras fueron fijadas con formaldehido a una concentración final del 10%, con 
el fin de realizar posteriormente la valoración mediante citometría de flujo del 
porcentaje de espermatozoides con expresión de caspasas activas 3 y 7 y de PARP 
dividido (en las mismas muestras ya tratadas y teñidas con FLICA), además de la 
detección por inmunocitoquímica de PARP dividido substrato de las caspasas 3 y 
7 activas. 
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8.2.5 Inmunolocalización de PARP dividido 
 Se utilizaron alícuotas espermáticas (1x105/ml), las cuales fueron marcadas 
en disolución acuosa con un anticuerpo anti-PARP (específico para la fracción de 
85 Kda) marcado con FITC y producido en conejo (Molecular Probes Inc., Eugene, 
OR, USA).) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Como controles absolutos 
se prepararon alícuotas de las mismas muestras de forma semejante, pero no se 
les colocó el anticuerpo. Las alícuotas se diluyeron en medio TNE (0.01 mol/L 
Tris-HCl, 0.15 mol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, pH 7.4) y se evaluaron por 
citometría de flujo. De cada muestra de semen se obtuvo el porcentaje de 
espermatozoides positivos a PARP dividido. Del resto de la suspensión 
espermática se realizó un frotis para identificar el sitio de marcaje. Como 
contratinción se utilizó Hoechst 33258. Esto se realizó mediante microscopía de 
fluorescencia. 
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IX.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Experimento 1:  
Los datos de citometría de flujo se analizaron mediante una T de Student 
para muestras dependientes con el software R versión 2.9.0. (R Development Core 
Team, 2009). La normalidad de los datos se comprobó mediante la prueba de 
Kolmogorov-Smirnov. La relación existente entre las variables se calculó 
mediante el coeficiente de correlación de Spearman. Una P<0.05 se consideró 
significativo.  
Experimento 2: 
 Los datos obtenidos del modelo de inducción de caspasas activas se 
analizaron mediante ANOVA de una vía. Tukey se utilizó como prueba post hoc. 
P<0.05 se consideró significativo.  
Los datos obtenidos de la evaluación con el sistema CASA se estandarizaron 
para realizar un análisis de caras de Chernoff, con la finalidad de identificar 
diferencias entre los descriptores de movilidad; además se utilizó un análisis de 
componentes principales (PCA) para disminuir la dimensionalidad de los datos; 
dicho análisis se realizó para las variables y el total de las evaluaciones de los 
tratamientos. 
Se realizó un análisis de correlación (coeficiente de correlación de Pearson) 
para determinar la relación entre la movilidad espermática y la expresión de 
caspasas activas. 
Los datos se analizaron con el Software SPSS 14.0 y STATGRAPHICS Plus 
5.0. (Inc. Tulsa, OK USA).  
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X. RESULTADOS 
10.1 Experimento 1: Calidad espermática y expresión de las caspasas 3 y 
7 activas (artículo publicado). 
10.1.1 Movilidad espermática 
El procedimiento de SU diseñado para este estudio permitió obtener una 
subpoblación de espermatozoides móviles. Para el primer y segundo 
experimentos, el porcentaje de espermatozoides móviles se incrementó 
significativamente (P<0.05) después del SU (18.3±4.2 vs 31.9± 4.7 y 12.4 ±4.2 vs 
29.7±6.6, respectivamente (Fig. 1). 
10.1.2 Viabilidad espermática 
Los porcentajes de espermatozoides con integridad de la membrana en las 
muestras de semen no fueron modificados (P>0.05) después del SU cuando fueron 
evaluadas con SYBR/PI o Calceina/EThD1. Sin embargo, el porcentaje de 
espermatozoides con actividad mitocondrial se incrementó significativamente 
(P<0.05) después del procedimiento de SU (16.1±3.6 vs 25.9 ± 4.1) (Fig. 2a). 
10.1.2.1 Estructura de la cromatina espermática 
Los valores de DFI en los espermatozoides recuperados después del 
procedimiento de SU fueron significativamente (P<0.05) más altos que en las 
muestras frescas (293.6±9.2 vs 384.7±2.2) (Fig. 2b). 
10.1.3 Detección de espermatozoides con caspasas 3 y 7 activas 
La media de los porcentajes de los espermatozoides con caspasas activas fue 
significativamente más alto (P<0.05) después del SU (12.4±3.0 vs 29.7±3.8) (Fig. 
4). 
Las caspasas activas fueron localizadas en la cabeza del espermatozoide en 
la región acrosomal, segmento ecuatorial y región postacrosomal; en el flagelo en 
la pieza media o en la pieza principal. (Fig. 5). 
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10.2 Experimento 2: Efecto de la inducción de las caspasas 3 y 7 activas sobre la expresión de PARP dividido 
10.2.1 Inmunolocalización de PARP dividido en los espermatozoides de cerdo  
Mediante el inmunomarcaje con el anticuerpo PARP Cleavage site, se encontró que el substrato PARP dividido se localiza en la 
región acrosomal de los espermatozoides de cerdo; este hallazgo es de suma importancia, ya que es el primer trabajo en reportar la 
presencia y localización de este substrato en espermatozoides de cerdo (Morales et al., 2012b) (Figura 7). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Micrografías representativas en donde se ilustra la inmunolocalización de PARP dividido en los espermatozoides de cerdo (flechas). A) 
Campo claro; B) Fluorescencia. Magnificación: 1000X. 
A B 
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10.2.2 Realización del marcaje dual para la detección de caspasas 3 y 7 activas y de PARP dividido en los 
espermatozoides de cerdo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Histogramas representativos que ilustran la intensidad de fluorescencia de los espermatozoides positivos a FLICA (expresión de 
caspasas 3 y 7 activas) (A) o FITC (presencia de PARP dividido) (B) (flechas); y en condiciones control (cabezas de flechas); con su respectivo 
citograma que muestra el número de espermatozoides positivos a FITC o FLICA. 
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10.2.3 Tinción de muestras espermáticas de cerdo con Hoechst (marcaje 
de núcleos), FLICA (marcaje de caspasas 3 y 7 activas) y FITC (marcaje 
de PARP dividido).  
Este ensayo permitió la visualización de diferentes características celulares 
en una sola alícuota espermática, con lo que se pudo corroborar la localización de 
caspasas activas 3 y 7 en espermatozoides de cerdo en conjunto con la 
inmunolocalización del substrato PARP dividido por medio de microscopia de 
fluorescencia (Figura 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Micrografías de la inmunolocalización para PARP dividido y localización de 
caspasas 3 y 7 activas en espermatozoides de cerdo después de utilizar el ácido betulínico 
como inductor. En A) Espermatozoides en campo claro; B) Espermatozoides teñidos con 
Hoechst; C) Espermatozoides marcados con el anticuerpo PARP Cleavage site (cabezas de 
flechas); D) Espermatozoides teñidos con FLICA (flechas). Magnificación 1000X.
A B 
C D 
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10.2.5 Efecto de la inducción de la expresión de caspasas activas en los espermatozoides de cerdo.  
Se analizó mediante citometría de flujo el porcentaje de espermatozoides con caspasas 3 y 7 activas marcados con FLICA 
después de haber sido incubados con inductores químicos de caspasas activas (Figura 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Histogramas en donde se evaluaron diferentes alícuotas de los espermatozoides marcados con FLICA (el color que marca cada 
subpoblación se refiere a los espermatozoides que expresan caspasas 3 y 7 activas después de la inducción, en cada tratamiento es diferente el 
color, el color negro indica los espermatozoides con caspasas activas en estado basal); además de sus respectivos citogramas (E, F, G, H). Ácido 
betulínico (AB), nitropróxido de sodio (NS) y peróxido de hidrogeno (H202). 
A B C D 
E F G H 
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10.2.6 Inductores de caspasas 3 y 7 activas en los espermatozoides de 
cerdo. 
 De manera conjunta se representa el efecto de los inductores sobre la 
expresión de caspasas activas 3 y 7, y se obtuvo un incremento de 
espermatozoides con estas enzimas al agregar las diferentes sustancias (Figura 
11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Detección de espermatozoides de cerdo con expresión de caspasas 3 y 7 activas 
inducidas por diferentes sustancias. Alícuota de espermatozoides sin tratamiento ni 
tinción (CONTROL NEGATIVO), alícuota de espermatozoides con FLICA (CONTROL 
FLICA), alícuota de espermatozoides con peróxido de hidrogeno y FLICA (H2O2 FLICA), 
alícuota de espermatozoides con nitropróxido de sodio y FLICA (NS FLICA), alícuota de 
espermatozoides con ácido betulínico  y FLICA (AB FLICA). 
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10.2.7 Espermatozoides con expresión de caspasas 3 y 7 activas después 
de utilizar un modelo de inducción. 
Del análisis de los porcentajes de espermatozoides con caspasas 3 y 7 activas 
incubados con los diferentes agentes inductores (H202, AB, NS), no se obtuvo 
diferencias significativas en ninguno de los tratamientos; además se observó una 
disminución del porcentaje de espermatozoides con expresión de estas enzimas 
pero se atribuye específicamente al H202 (Figura 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Distribución de los porcentajes de espermatozoides con caspasas 3 y 7 activas 
inducidas por diferentes sustancias. La línea dentro de las cajas representa la mediana 
de las observaciones; las cajas representan el rango intercuartilico (IQ) en el que se 
representan el 50% de las observaciones. Las líneas que salen de las cajas delimitan el 
95% de las observaciones y sus extremos representan el valor máximo y mínimo. Los 
circulos fuera de las cajas representan los valores atípicos que se encuentran 
numéricamente distantes del resto de la población. 
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TRATAMIENTOS 
A A A A A
B B B B B
C C C C C
D D D D D
10.2.8 Representación de los descriptores de movilidad espermática 
Se utilizaron caras de Chernoff (Becerril et al., 2013), para identificar 
diferencias entre los valores expresados por efecto de los tratamientos: 1) 
CONTROL NEGATIVO, 2) CONTROL FLICA, 3) FLICA AB, 4) FLICA NS y 5) 
FLICA H2O2 (izquierda a derecha, columnas) para cada uno de los animales A; B; 
C y D (filas), sobre los descriptores de movilidad obtenidos con el sistema CASA, 
cada una de las estructuras de las caras se forma con una de las variables 
analizadas (Figura 13). 
 
 
 
¿’ 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Por medio de las Caras de Chernoff las evaluaciones realizadas en el sistema 
CASA para cada muestra de semen con su respectivo tratamiento se representa lo 
siguiente: cada uno de los rasgos de las caras corresponde con un descriptor 
estandarizado de la movilidad espermática: ancho del centro de la cara=MTO, 
excentricidad de los ojos=MPR, alto de la cara=VAP, ancho de la mitad superior de la 
cara=VSL, ancho de la mitad inferior de la cara=VCL, largo de la nariz=ALH, alto de la 
boca=BCF, curvatura de la boca=STR, ancho de la boca=LIN, alto de los ojos=ELONG, 
distancia entre los ojos=AREA, por lo que cada cara representa los valores de los once 
descriptores para cada muestra.  
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 Se realizó un análisis de componentes principales; con los primeros dos 
componentes o factores se explica el 83.55% de la variabilidad de los datos (Figura 
14), con lo que se pueden apreciar cuatro grupos 1) formado por ALH, que refleja 
el batido del flagelo del espermatozoide para desplazarse; 2) formado por los 
indicadores VCL, AREA, VAP que se relacionan con la velocidad y trayectoria 
curva; 3) BCF, MTO, MPR y VSL, que se relacionan con la frecuencia del batido 
del flagelo, la movilidad: total, progresiva y en línea recta; 4) STR y LIN, que se 
relacionan con la trayectoria del movimiento curvilíneo o recto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Gráficas bivariadas de los componentes principales, Factor 1 y 2, aplicados 
sobre las variables y sobre cada una de las evaluaciones individuales. En las líneas de A, 
se observa la dirección y agrupamiento de los indicadores de movilidad espermática, y en 
B cada número corresponde a una medición realizada mediante el sistema CASA. 
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Correlaciones entre los porcentajes de movilidad obtenidos con el CASA y el porcentaje de espermatozoides con 
expresión de caspasas 3 y 7 activas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Cuadro de correlaciones de las distintas variables de la movilidad espermática derivados del sistema CASA y de los porcentajes de 
caspasas 3 y 7 activas de las muestras espermáticas tratadas con los diferentes inductores. r=coeficiente de correlación de Pearson, P= nivel de 
significancia (<0.05). 
Correlations (CLAUDIA 16v*20c)
CASPASAS
M TO
M PR
VAP
VSL
VCL
ALH
BCF
STR
LIN
ELONG
AREA
  CASPASAS MTO MPR VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN ELON AREA 
CASPASAS 
 .1369 .2273 .3216 .1257 .3678 .1834 -.1323 -.2825 -.0659 .0943 .3434 
 p=.565 p=.335 p=.167 p=.597 p=.111 p=.439 p=.578 p=.227 p=.783 p=.693 p=.138 
MTO 
  .9590 .8258 .8400 .2906 -.3652 .5133 .4127 .7009 .0191 .5927 
  p=.000 p=.000 p=.000 p=.214 p=.113 p=.021 p=.071 p=.001 p=.936 p=.006 
MPR 
   .9106 .9403 .3882 -.3673 .6079 .4823 .7402 -.0776 .6241 
   p=.000 p=.000 p=.091 p=.111 p=.004 p=.031 p=.000 p=.745 p=.003 
VAP 
    .9056 .7055 -.0642 .6018 .2446 .4952 -.3501 .8264 
    p=.000 p=.001 p=.788 p=.005 p=.299 p=.026 p=.130 p=.000 
VSL 
     .3879 -.3860 .7127 .6259 .7873 -.2478 .5971 
     p=.091 p=.093 p=.000 p=.003 p=.000 p=.292 p=.005 
VCL 
      .5503 .2898 -.4159 -.2460 -.6056 .8139 
      p=.012 p=.215 p=.068 p=.296 p=.005 p=.000 
ALH 
       -.4031 -.7916 -.7796 -.4800 .1582 
       p=.078 p=.000 p=.000 p=.032 p=.505 
BCF 
        .5169 .5717 -.4019 .4374 
        p=.020 p=.008 p=.079 p=.054 
STR 
         .9050 .1398 -.1642 
         p=.000 p=.557 p=.489 
LIN 
          .1444 .1179 
          p=.544 p=.621 
ELONG 
           -.5067 
           p=.023 
AREA 
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XI. DISCUSIÓN 
Se ha detectado la presencia de caspasas 3 y 7 activas en los 
espermatozoides de las diferentes especies (Marchetti y Marchetti., 2007; 
Pichardo et al., 2010; Morales et al., 2012a), y su expresión se ha relacionado con 
características que afectan la calidad de los eyaculados. Sin embargo, hasta el 
momento se desconoce la función de caspasas en los espermatozoides. 
Existen dos teorías sobre la presencia de marcadores de apoptosis en los 
espermatozoides maduros: La primera consiste en que durante la 
espermatogénesis algunas de las células germinales que presentan marcadores 
apoptóticos escapan a la eliminación en los testículos y continúan la 
diferenciación hasta espermatozoides maduros y son eyaculados, está teoría ha 
sido nombrada apoptosis abortiva (Sakkas et al., 1999). La segunda sugiere que 
los espermatozoides son capaces de experimentar apoptosis o procesos similares a 
la apoptosis (Brum et al., 2008). Los espermatozoides maduros son ineficientes 
para la síntesis o degradación del ADN debido a que su núcleo es 
transcripcionalmente inerte; por lo tanto, es imposible que puedan llevar a cabo la 
fragmentación del ADN. Sin embargo, se tiene evidencia de que los 
espermatozoides son capaces de activar una matriz nuclear asociada a la 
topoisomerasa II B, que en conjunto con una nucleasa, puede dividir el ADN 
espermático en pequeños fragmentos (Shaman et al., 2006; Shaman et al., 2007). 
Características, comúnmente asociadas a la apoptosis, se han detectado en 
los espermatozoides eyaculados de humano, cerdo, caballo, bovino, rata, hámster 
y ratón, incluyendo la fragmentación del ADN, burbujas en la membrana 
plasmática, condensación de la cromatina, activación de caspasas, perdida del 
potencial de membrana mitocondrial, decremento de la integridad de la 
membrana plasmática y externalización de la fosfatidilserina (Paasch et al., 2004 
a,b; Martin et al., 2005; Said et al., 2005a, b, 2006; Grunewald et al., 2006; 
Barroso et al., 2006; Cisternas y Moreno, 2006; Núñez-Martínez et al., 2007; Aziz 
et al., 2007; Martin et al., 2007; Moran et al., 2008; Ortega- Ferrusola et al., 2008; 
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Said et al., 2008; Brum et al., 2008);  aunque el proceso de apoptosis, tal y como ha 
sido descrito para las células somáticas y las germinales testiculares, no ocurre en 
los gametos masculinos. 
En el presente trabajo se observó que el procedimiento de selección 
espermática, utilizado para seleccionar espermatozoides con base a la 
característica de movilidad progresiva (SU), permite recuperar espermatozoides 
con características no deseadas dentro de un eyaculado, como son: alteraciones en 
el ADN y la presencia de caspasas activas, que aunque se desconozca su función 
en los espermatozoides, en las células somáticas y germinales llevan a cabo la 
apoptosis.  
En los espermatozoides de cerdo se logró establecer una técnica de SU con 
baja fuerza centrífuga y corto tiempo de centrifugación, lo cual permitió 
incrementar significativamente el porcentaje de espermatozoides con movimiento 
progresivo a diferencia de otros estudios en los que utilizaron también semen de 
cerdo, pero no encontraron cambios en la movilidad después del SU (Carvajal et 
al., 2004; Park et al., 2008). Esto se debe a la técnica empleada, se ha comprobado 
que la duración de la centrifugación, aplicada a una muestra de semen, durante el 
SU es más perjudicial que la fuerza de centrifugación (Carvajal et al., 2004). 
Con lo referente a las pruebas de viabilidad (SYBR 14 /PI y Calceina/Ethd1), 
no se encontraron diferencias en los porcentajes de espermatozoides viables, lo 
cual indica que ambos ensayos son confiables en detectar daño a la membrana. 
Sin embargo, nosotros encontramos que los porcentajes de espermatozoides con 
actividad metabólica (Resazurin/SYTOX), fue más bajo en que los otros ensayos 
de viabilidad. Esto demuestra, por un lado, que la subpoblación espermática 
obtenida del SU no presenta daño en la membrana citoplasmática, y por otro, que 
no todos los espermatozoides tienen mitocondrias funcionales. La relación positiva 
entre la actividad mitocondrial y la movilidad, observada en este estudio, se 
encuentra en línea con el hecho de que la mitocondria produce la energía 
necesaria para el batido del flagelo.  
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Es de suma importancia identificar la función de las caspasas activas 3 y 7 en los 
espermatozoides, para poder determinar qué efecto tienen sobre la calidad de los 
eyaculados, debido que estas proteasas no solo rompen las proteínas (función 
apóptotica) en células somáticas y germinales, sino que también tienen otras 
funciones. La caspasa 3 activa interviene en funciones no apoptóticas neuronales 
como una molécula reguladora en la neurogenesis, en la plasticidad sináptica, en 
la regeneración dendrítica, así como en procesos de aprendizaje y memoria (D’ 
Amelio et al., 2010). Además de participar en la diferenciación de las células 
madre del estroma de la medula ósea (Miura et al., 2004), del musculo esquelético 
(Fernando et al., 2002) y de espermátidas en Drosophila melanogaster (Arama et 
al., 2003). 
Una capacidad fundamental que deben de poseer los espermatozoides es la 
de movilidad. En las células somáticas la caspasa 8 es conocida como un promotor 
de movilidad celular (Helfer et al., 2006), sin embargo, en diversos estudios se ha 
probado una relación negativa de la activación de las caspasas 3, 8 y 9 con la 
movilidad progresiva; esto se ha observado en muestras de semen frescas y 
criopreservadas-descongeladas de donadores, así como de pacientes infértiles 
(Grunewald et al., 2001; Marchetti et al., 2004a; Taylor et al., 2004; Said et al., 
2006; Weng, 2002). 
La técnica de SU estandarizada en el presente estudio, permitió la 
recuperación de un alto porcentaje de espermatozoides con expresión de las 
caspasas 3 y 7 activas (Morales et al., 2012a), a diferencia de otras especies en las 
que el método de selección ha logrado disminuir el porcentaje de espermatozoides 
con caspasas 3 y 7 activas como en semen de humano  (Almeida et al., 2005; 
Kotwicka et al., 2008) y en semen de ovino (Martí et al., 2008; Pichardo et al., 
2010).  
Moran et al. (2008), fueron los primeros en reportar la presencia de caspasas 
3 y 7 activas en espermatozoides de cerdo mediante citómetria de flujo; y la 
localización de las caspasas 3 y 7 activas en los espermatozoides de cerdo fue 
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reportada por primera vez por Morales et al., (2012). La presencia de las caspasas 
activas en la gota citoplasmática sugiere una relación de que la presencia de 
caspasas es debido a posibles errores en la diferenciación, ya que se desprenden 
espermatozoides inmaduros de las células de Sertoli en los túbulos seminíferos, lo 
que origina las subpoblaciones espermáticas con una cantidad anormal de 
citoplasma (Blanco-Rodriguez y Martínez- García, 1999).  
Las funciones de las caspasas activas en los espermatozoides eyaculados y su 
relación con otros parámetros de calidad aún no son claras. Por ejemplo, no 
encontramos una relación entre la movilidad y las caspasas activas, lo cual 
coincide con lo reportado previamente por nuestro grupo (Pichardo et al., 2010) y 
por otros autores (Kotwicka et al., 2008). 
El daño al ADN no bloquea la fertilización en el desarrollo embrionario 
temprano, pero induce apoptosis después de las primeras divisiones (Fatehi et al., 
2006). En nuestro trabajo se realizó el SCSA para poder identificar la magnitud 
de la  desnaturalización del ADN espermático, y encontramos un incremento en 
los valores de DFI en las muestras procesadas por SU. Algunos estudios han 
reportado bajos valores de DFI post SU (Spano et al., 2000), mientras que otros 
indican que no existe cambio (Sakkas et al., 2000). Desconocemos la causa de los 
altos porcentajes de DFI, pero el hecho es que los valores de DFI aumentan de 
forma conjunta con el porcentaje de caspasas, lo cual podría indicar que la función 
de las caspasas en el núcleo ocurre de manera temprana (Weng et al., 2002). En 
un estudio previo, realizado por nuestro grupo, en semen de ovino, se obtuvo un 
incremento en los valores de DFI después del SU y el porcentaje de caspasas 
activas disminuyo (Pichardo et al., 2010), esto además de la especie se puede 
atribuir a la centrifugación debido a que se ha comprobado que factores físicos 
como el congelamiento-descongelamiento inducen la activación de caspasas en los 
espermatozoides (Martin et al., 2007). 
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Mahfouz et al. (2009b) proponen que la evaluación simultanea es importante 
para el procesamiento de semen en las técnicas de reproducción asistida. Ellos 
pudieron observar que incluso en las muestras de semen con bajo índice de 
fragmentación del ADN, la incidencia de los espermatozoides apoptóticos 
permanecio sin cambios; además, el procesamiento de semen que utilizaron de 
doble gradiente de densidad por centrifugación resultó en una baja incidencia de 
inmadurez y de sub-haploidia.  
En diferentes estudios se ha mostrado que la inducción de apoptosis lleva a 
una cascada de eventos en la que inicialmente se activan las caspasas ejecutoras y 
posteriormente se detecta la fragmentación de PARP (D´Amours, 2001). Se ha 
detectado, en los espermatozoides de humano, la presencia de PARP dividido 
después de la adición de inductores de apoptosis (staurosporina o H2O2) (Mahfouz 
et al., 2009a); mientras que Jha et al. (2009) relacionaron la presencia de PARP 
con el daño en el ADN y la fertilidad en humanos. 
Morales et al. (2012b) son los primeros en reportar la presencia y localización 
del fragmento de PARP dividido en los espermatozoides de cerdo por medio de 
microscopia de fluorescencia. La localización de PARP dividido se restringe a la 
parte anterior de la cabeza, cubriendo el acrosoma, lo que coincide con lo 
reportado por Jha et al. (2009) en los espermatozoides de humano. 
Resulta intrigante que la localización de PARP dividido no coincida con la 
posición de las caspasas 3 y 7, ya que la activación de estas últimas no podría 
explicar el aumento en el porcentaje de espermatozoides en los que se detecta 
PARP dividido. Una posible explicación a lo anterior es que el reactivo químico 
usado para detectar a las caspasas activas no marque de manera específica las 
caspasas activas, como fue sugerido previamente (Pozarowski et al., 2003; 
Pichardo et al., 2010). Otra posibilidad es que el estímulo químico producido por 
los agentes inductores de apoptosis, además de activar a las caspasas 3 y 7, active 
a otra molécula o moléculas, desconocidas aún, que sean capaces de dividir a 
PARP. 
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Al momento se desconoce la función de PARP en la fisiología del 
espermatozoide; sin embargo, la posición constante de PARP en una región 
permite intuir si tiene un papel en el núcleo transcripcionalmente inerte del 
espermatozoide. No es claro si el papel es semejante a la  poli-ADP-ribosilación 
que ocurre en las histonas (Ame et al., 2004) ya que no se conoce si un proceso 
semejante ocurre en las protaminas que empaquetan al ADN en el 
espermatozoide. Aunque es posible que los espermatozoides de cerdo conserven 
algunas histonas, como se ha demostrado en los espermatozoides de bovino 
(Sánchez-Vázquez et al., 2008). 
En el presente trabajo utilizamos un modelo de inducción química de 
caspasas activas 3 y 7 en los espermatozoides de cerdo (ácido betulínico, 
nitropróxido de sodio, peróxido de hidrogeno), sin embargo, nuestros resultados no 
fueron significativos comparados con el control. En espermatozoides de cerdo ha 
sido reportado que el ácido betulínico induce cambios similares a la apoptosis sin 
activación de caspasas, lo cual indica que ambos procesos pueden ser activados 
independientemente bajo ciertas condiciones en los espermatozoides de esta 
especie (Moran et al., 2008). 
Encontramos impedimentos técnicos para lograr concluir el experimento de 
identificar, de manera simultánea, la expresión de las caspasas activas 3, 7 y de 
PARP dividido en las muestras espermáticas que fueron tratadas con los 
diferentes agentes químicos, este modelo de inducción se estableció porque se 
tiene la suposición de que a mayor porcentaje de espermatozoides con caspasas 
activas 3 y 7, mayor será el porcentaje de espermatozoides con PARP dividido. 
El sistema CASA permite identificar una serie de descriptores de 
movimiento espermático, mucho más amplio que la movilidad espermática total o 
progresiva, la cual solo aprecia un observador en un microscopio (Aragón y 
Becerril., 2012). En lo que respecta a los descriptores de movilidad espermática, 
evaluados mediante el CASA, se pudo observar que se modificaron después de la 
incubación con los diferentes inductores de caspasas activas (columnas); así 
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mismo se puede apreciar que hay diferencia en la susceptibilidad a estos 
inductores en las últimas dos filas (animales C y D) en comparación con las 
primeras dos filas (animales A y B), en los cuales los rasgos faciales (caras de 
Chernoff) destinados para los porcentajes de MTO y MRP se ven disminuidos, así 
como las velocidades de desplazamientos (VAP, VSL, VCL) y estas diferencias se 
atribuyen a ser propias de los individuos. En lo que se refiere a los demás 
descriptores de movilidad se pudo observar cambios notorios en ALH, BCF, STR, 
LIN, ELONG y AREA en los tratamientos de los cuatro individuos con respecto a 
su control. 
Weng et al., 2002 y Grunewald et al., 2008, encontraron una alta incidencia 
de espermatozoides con caspasas activas en pacientes infértiles a comparación de 
los donadores fértiles, lo cual nos hizo plantear una estrategia para poder 
identificar la relación del porcentaje de espermatozoides con o sin presencia de 
caspasas activas que fertilizarían en un modelo in vitro, lo cual no pudimos 
desarrollar, por no haber logrado las condiciones deseadas para el coocultivo. 
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XII. CONCLUSIONES 
Primer experimento:  
El SU logro mejorar la calidad espermática al incrementar el porcentaje de 
espermatozoides móviles y metabólicamente activos. Sin embargo., también se 
pudo observar un incremento de espermatozoides con caspasas activas y 
alteraciones en la cromatina. 
Segundo experimento:  
 Los espermatozoides de cerdo presentan a PARP dividido en la región del 
acrosoma. Es posible escindir a PARP mediante inductores de apoptosis, aunque 
no es clara su relación con la expresión de las caspasas 3 y 7 activas. 
 Las substancias químicas utilizadas como inductores de caspasas 3 y 7 
activas no produjeron diferencias significativas. 
 Con el modelo de inducción química de caspasas activas se obtuvo un 
cambio en los descriptores de movilidad espermática, no se encontró una relación 
entre el porcentaje de caspasas activas y los descriptores de movilidad 
espermática. 
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XIV. ANEXOS 
Establecimiento de las condiciones para la fertilización in vitro con 
gametos de cerda. 
Obtención y maduración de ovocitos de cerda 
 Para la obtención de los ovocitos, los ovarios, obtenidos del rastro municipal 
de Toluca, se transportaron al laboratorio de Biología de la Reproducción de la 
FMVZ, UAEMEX, en solución de NaCl al 0.9% estéril de 30 °C a 35 °C en un 
lapso menor a dos horas; todos los reactivos utilizados fueron de (Sigma, St Louis, 
Mo, USA). Una vez en el laboratorio fueron lavados y mantenidos en condiciones 
de esterilidad. Los ovocitos se obtuvieron mediante aspiración de los folículos con 
una jeringa de 3 ml y una aguja de 21G. La punción se realizó por la parte 
posterior de los folículos, solo se puncionaron los folículos que tenían entre 5 y 10 
mm de diámetro y de ovarios que no presentaron cuerpo lúteo. El líquido folicular 
se dejó sedimentar en un tubo de 50 ml para poder recuperar el paquete celular y 
se desechó el sobrenadante (modificado de Ducolomb et al., 2005). 
Una vez recuperados los ovocitos se procedió a realizar dos lavados (en cajas 
de petri de 35 x 10 mm con la utilización de pipetas Pasteur acopladas a un tubo 
de goma flexible) en gotas de 50 µl de con medio base estéril (TCM-199 y 
aminoácidos esenciales) y modificado con 2.2 g de NaHCO3 y 0.01g de 
gentamicina con un pH  final de 7.02, previamente equilibradas en atmósfera 
húmeda con 5 % de C02 por un mínimo de dos horas. La selección de los ovocitos 
que fueron cultivados se realizó mediante la evaluación de un microscopio 
estereoscópico, solo se cultivaron los ovocitos que eran inmaduros con citoplasma 
uniforme y granular, y rodeados de una masa compacta de células del cúmulo; 
estos ovocitos fueron colocados finalmente en una microgota de 50 µl con 0.2 UI de 
HCG y de PMSG, y se cubrió con aceite mineral (Tomada de una caja con 2 ml de 
medio TCM-199 con las mismas condiciones del medio base pero suplementada 
con 270 µg/ml de L-Glutamina y 41 µg/ml de Piruvato de sodio (modificado de 
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Cano et al., 2011), esta cajas que contenían los ovocitos ya seleccionados se 
incubaron a 39 °C con 5 % de CO2 y humedad a saturación por 44 hrs. 
Transcurridas las 24 horas se verificó el estado de maduración de los ovocitos con 
el estereoscopio y se cambió el medio debido al aporte de nutrientes indispensable 
para el buen desarrollo celular (modificado de Yoshioka et al., 2003). 
Después de la maduración in vitro, las células del cúmulo fueron removidas 
con Hialuronidasa (300 µg) de la cual se mezcló 10 µl con 990 µl de medio base en 
un tubo eppendorf y se procedió a colocar los ovocitos de 20 a 40 ovocitos por tubo 
durante 5 minutos para finalmente recuperarlos y colocarlos en microgotas de 50 
µl de medio y por medio de pipeteo se terminó de desnudar los que faltaban y se 
fijaron; finalmente se procedió a la visualización mediante microscopía de 
fluorescencia del estado de maduración, al teñirlos con Hoechst 33258 
(identificación del ADN) y SYBR-14 (identificación de integridad de la membrana) 
(Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA) (Figura 16). 
Técnica de recuperación espermática para el cocultivo con ovocitos 
La técnica de selección espermática utilizada consistió en una modificación 
de la estandarizada en nuestro laboratorio de Biología de la Reproducción en el 
2008; la cual utiliza centrifugación durante corto tiempo, y se realizó en medio 
TCM-199, (modificado de Morales et al., 2012a). Se colocaron 1000 µl del 
eyaculado (obtenido mediante la técnica de la mano enguantada de cerdos 
probados de la FMVZ, UAEMex), en un tubo de 1.5 ml y se centrifugo a 3000 rpm 
durante 3 minutos, se desechó el sobrenadante y se agregó la misma cantidad de 
medio TCM-199 para proceder a incubar durante 30 minutos a 39 ºC y 5 % de 
CO2, una vez transcurrido este tiempo se recuperó una alícuota de 15 µl para 
observar el movimiento progresivo de los espermatozoides y además de realizar 
pruebas de viabilidad con SYBR-14 y PI (contratinción de viabilidad) de manera 
similar a lo realizado en el primer experimento de la calidad espermática, una vez 
comprobada la viabilidad y movilidad de la muestra se procedió a recuperar 50 µl 
para colocarlos en condiciones de cocultivo con los ovocitos ya madurados. No se 
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observó evidencia de fertilización; esto se lo atribuimos al medio de los ovocitos 
debido a que nos fue imposible medir la osmolaridad del medio, porque no 
contábamos con el equipo necesario para equilibrar la osmolaridad a 270 a 300 
mOsm. 
De la obtención y maduración de ovocitos, lo anterior es lo que se puede 
destacar; no se realizó un análisis estadístico debido a que no se pudo lograr 
obtener altos porcentajes de maduración por alteraciones de la osmolaridad del 
medio que no pudimos medir y controlar, pero estas micrografías demuestran solo 
un aspecto del proceso que se realiza para poder cultivar este tipo celular en 
condiciones in vitro. Además, debido al no éxito de la maduración de los ovocitos 
de cerda no se pudo estandarizar la técnica de fertilización porque el 
procedimiento implica un gasto de recursos materiales, y de ayuda técnica, que no 
se equiparaba con los beneficios obtenidos del cultivo celular. 
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Técnica de maduración in vitro de ovocitos de cerda 
Figura 16: Micrografías de ovocitos madurados; en A y B se observan los ovocitos en campo 
claro y con la fluorescencia verde emitida por SYBR 14 (ovocitos viables) respectivamente, 
los cuales presentan el paquete cromosómico (Metafase I). En C (campo claro) y D 
fluorescencia emitida por Hoechst (identificación del ADN) se ilustra un ovocito con los 
paquetes cromosómicos (Metafase I) Fotografías a 200X; en E (campo claro) y F 
(fluorescencia) se observa un ovocito con la presentación de la placa metafásica (Metafase 
II). En G, H (fluorescencia) e I (campo claro) se muestra un ovocito con la presencia de la 
placa metafásica y la extrusión del primer cuerpo polar (Metafase II), Fotografías a 400X; 
todas realizadas con el microscopio de fluorescencia en el Laboratorio de Biología de la 
Reproducción de la FMVZ, UAEMEX, 2011. 
